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ABSTRAK 
 
DINA IKA MULIAWATI, 2006, SINTESIS BIOSURFAKTAN DENGAN 
MENGGUNAKAN MINYAK KEDELAI SEBAGAI SUMBER KARBON 
TAMBAHAN SECARA BIOTRANSFORMASI OLEH Pseudomonas aeruginosa 
 
 Sintesis biosurfaktan dengan menggunakan minyak kedelai sebagai sumber 
karbon tambahan secara biotransformasi oleh Pseudomonas aeruginosa telah 
dilakukan. Minyak kedelai digunakan sebagai sumber karbon tambahan karena 
memiliki kandungan asam lemak tidak jenuh yang cukup tinggi yang akan 
mengalami proses biotransformasi menjadi suatu biosurfaktan dengan sifat yang 
khas. 
Kurva pertumbuhan dibuat untuk mengetahui waktu inokulasi optimum 
bakteri ke dalam media fermentasi. Optimasi kondisi dilakukan pada konsentrasi 
minyak kedelai 0, 5, 10, 20 % v/v pada suhu kamar dan kecepatan putar 150 rpm. 
Fermentasi ini dilakukan selama 12 hari dan setiap hari sampel diukur kepadatan sel, 
tegangan permukaan, dan indeks emulsi. Recovery biosurfaktan dilakukan dengan 
ekstraksi menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran yang meningkat, yaitu 
heksana, kloroform, etil asetat, dan butanol. Biosurfaktan yang diperoleh kemudian 
diidentifikasi menggunakan KLT dan FT-IR, serta dilanjutkan dengan karakterisasi 
yang meliputi sistem emulsi, KKM, dan uji sifat emulsifier pada beberapa 
hidrokarbon.  
Berdasarkan kurva pertumbuhan diperoleh waktu optimum 12 jam untuk 
inokulasi. Penambahan minyak kedelai sebagai sumber karbon tambahan 
berpangaruh pada produksi biosurfaktan, yaitu menghasilkan biosurfaktan dengan 
sifat yang lebih baik. Kondisi optimal dalam produksi biosurfaktan adalah 6 hari 
fermentasi dengan konsentrasi minyak kedelai 10% (v/v). Biosurfaktan yang 
terakumulasi pada kloroform (bioSklorK) mempunyai kemampuan untuk 
menurunkan tegangan permukaan dan mempunyai indeks emulsi terbesar. Hasil 
penelitian menunjukkan analisa yang dilakukan dengan KLT belum dapat  digunakan 
untuk menentukan jumlah senyawa dalam bioSklorK. Identifikasi dengan FT-IR 
diketahui adanya gugus hidroksi dan karboksilat sebagai gugus hidrofilik dan rantai 
panjang hidrokarbon alifatis sebagai gugus hidrofobik BioSklorK yang diperoleh 
mempunyai sistem emulsi o/w, dengan harga KKM 859,369 mg/L dan penurunan 
tegangan permukaan sebesar 0,052 N/m. BioSklorK juga terbukti telah menurunkan 
tegangan permukaan dan membentuk suatu emulsi minyak sawit, premium, benzena 
dan toluena. 
 
Kata kunci : Pseudomonas aeruginosa, asam lemak tidak jenuh, biotransformasi, 
bioSklorK 
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ABSTRACT 
 
DINA IKA MULIAWATI. 2006. SYNTHESIS OF BIOSURFACTANTS USING 
SOY BEAN OIL AS ADDITIONAL CARBON SOURCE THROUGH 
BIOTRANSFORMATION BY Pseudomonas aeruginosa 
 
 Synthesis of biosurfactants using soy bean oil as additional carbon source 
through biotransformation route by Pseudomonas aeruginosa had been done. Soy 
bean oil was used as additional carbon source because it has high amount of 
unsaturated fatty acid and  could produce biosurfactant through biotransformation and 
would have own characteristic. 
 Growth curve was made to know the optimum inoculation time of 
fermentation media. The production of biosurfactant was optimized at different 
concentration of soy bean oil e.g 0, 5, 10, 20 % (v/v) at room temperature and 
gyratory shaking at 150 rpm for 12 days. Every day, the sample was measured on 
optical density, surface tension, and emulsification index. Recovery of biosurfactant 
was done by extraction with increasing polarity rate of the solvent, that’s hexane, 
chloroform, ethyl acetate, and buthanol.  Biosurfactant from the recovery process was 
identified using TLC and FT-IR. It was characterized emulsion type, value of CMC, 
and test of emulsifier for some hydrocarbon. 
 From growth curve, optimum inoculation time was 12 hours. Addition soy 
bean oil as additional carbon source gave biosurfactant with better ability to reduce 
surface tension and make emulsion. Optimal condition of biosurfactant production 
was 6 days fermentation with soy bean oil concentration of 10% (v/v). Biosurfactant 
that accumulated in chloroform (bioSklorK) had the highest ability to decrease 
surface tension of palm oil and had highest emulsification index. Identification using 
TLC could not yet confirm the amount of compound of bioSklorK. Identification 
using FT-IR showed biosurfactant had hydroxyl and carbocylic as hydrophilic 
moieties and alyphatic long chain of hydrocarbon as hydrophobic moeities. 
BioSklorK had o/w type emulsion, value of CMC was 859.329 mg/L and decreased 
surface tension till 0.052 N/m. BioSklorK also had proved could decrease surface 
tension and could make emultion with palm oil, gasoline,  benzene, and toluene. 
 
 
Key words : Pseudomonas aeruginosa, unsaturated fatty acid, biotransformation, 
bioSklorK.  
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang Masalah 
Surfaktan mempunyai banyak kegunaan dalam dunia industri 
diantaranya sebagai zat pengemulsi (emulsifier), wetting agent, detergen dan 
pelumas. Pengembangan surfaktan dengan jenis dan sifat yang baru sangat 
penting dilakuakn karena tidak ada satupun surfaktan yang sesuai untuk semua 
kebutuhan. Saat ini telah dikembangkan biosurfaktan yaitu suatu jenis surfaktan 
yang dihasilkan oleh mikroorganisme tertentu dalam media dan kondisi tertentu.  
Biosurfaktan banyak diminati karena sifatnya yang ramah lingkungan 
yaitu biodegradable (dapat terdegradasi secara alami), tidak toksik (beracun) 
sehingga dimungkinkan untuk aplikasi pada kosmestik, bahan makanan, dan 
produk farmasi. Biosurfaktan dapat disintesis dari bahan dasar organik yang 
melimpah yaitu karbohidrat, lemak dan protein (Kosaric, 2001). Bahan organik ini 
sangat mudah didapatkan di Indonesia mengingat Indonesia beriklim tropis 
dengan berbagai keanekaragaman kekayaan hayati. Indonesia kaya akan sumber 
daya alam yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon tambahan dalam 
rangka produksi biosurfaktan. 
Biosurfaktan dapat diproduksi dari berbagai substrat yang dapat 
diperbaharui (renewable), misalanya karbohidrat, lipid dan protein (Fiechter, 
1992). Jenis biosurfaktan yang dihasilkan akan tergantung dari jenis 
mikroorganisme dan kondisi pertumbuhan seperti sumber karbon, jenis sumber 
nitrogen, pH, suhu dan aerasi yang digunakan. Struktur biosurfaktan, khususnya 
bagian hidrofilik kemungkinan merupakan turunan struktur substrat yang ada 
dalam media. Perubahan substrat dalam media sering mengkibatkan perubahan 
struktur biosurfaktan yang diproduksi dan karakternya (Kosaric, 1987). 
Beberapa minyak nabati telah digunakan sebagai sumber karbon 
tambahan dalam produksi biosurfaktan, diantaranya adalah minyak kelapa, 
minyak bekas penggorengan, dan minyak zaitun (Haba, 2000 dan Rahman, 1998). 
Minyak Babassu dengan konsentrasi 5% (v/v) telah dapat diubah menjadi suatu 
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biosurfaktan dengan lama fermentasi 5 hari yang menunjukkan karakteristik 
terbaik (Harrop dkk, 2003).   
Banyak penelitian telah menunjukkan bahwa Pseudomonas aeruginosa 
dapat digunakan dalam sintesis beberapa senyawa secara biotransformasi. Sintesis  
biosurfaktan rhamnolipid dari glukosa telah menggunakan P. aeruginosa (Ochner, 
1995). P. aeruginosa juga telah dapat digunakan untuk biotransformasi beberapa 
asam lemak tidak jenuh, yaitu asam linoleat menjadi asam 12,13,17-trihidroksi-
(z)-oktadekanoat (Kim, 2000) dan asam resinoleat menjadi asam 7,10,12-
trihidroksi-8(E)-oktadekanoat (Kuo, Kim dan Hou, 2001). Biotransformasi 
minyak zaitun yang mempunyai komposisi asam lemak tidak jenuh, yaitu asam 
oleat (64-80%), asam linoleat (8-16%), dan asam linoleat (1-2%) oleh 
Pseudomonas 42A2 menghasilkan asam dihidroksioktadekanoat (Georgiu, 1992). 
Minyak nabati mengandung asam lemak jenuh dan asam lemak tidak 
jenuh. Beberapa minyak mengandung asam lemak tidak jenuh yang rendah, 
minyak sawit (12%), minyak kelapa sawit (56%), minyak tengkawang (45%) dan 
minyak biji kapas (70%). Minyak kedelai memiliki kandungan asam lemak tidak 
jenuh yang sangat besar (sekitar 65-90%). Berdasarkan hal ini maka minyak 
kedelai memiliki potensi yang besar untuk digunakan sebagai sumber karbon 
tambahan dalam pembuatan biosurfaktan. 
Produksi biosurfaktan dipengaruhi  media dan lama fermentasi. 
Penggunaan media yang berbeda akan dihasilkan pula jenis biosurfaktan yang 
berbeda dengan sifat atau karakter yang berbeda pula. Media  sangat berpengaruh 
pada pertumbuhan mikroorganisme dan molekul yang dapat dibiotransformasi 
oleh mikroorganisme tersebut. Sintesis biosurfaktan dengan menggunakan sumber 
karbon tambahan minyak kedelai oleh P. aeruginosa belum pernah dilakukan dari 
hasil studi pustaka yang telah dilakukan. Produksi ini menghasilkan biosurfaktan 
dengan sifat yang khas dan diharapkan dapat berguna dalam bidang industri 
ataupun lingkungan hidup. 
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B.  Perumusan Masalah 
1. Identifikasi Masalah 
Minyak kedelai  digunakan karena memiliki kandungan asam lemak tidak 
jenuh yang sangat besar. Asam lemak tidak jenuh merupakan suatu substrat yang 
dapat menghasilkan biosurfaktan. Variasi minyak kedelai dalam media fermentasi 
diperlukan untuk mengetahui pengaruh sumber karbon tambahan dalam 
memproduksi biosurfaktan dan untuk mengetahui konsentrasi optimalnya. 
Optimasi kondisi biosurfaktan juga dilakukan dengan variasi lama 
fermentasi. Hal ini dilakukan karena selama proses fermentasi substrat yang ada 
diubah oleh mikroorganisme menjadi suatu senyawa baru dan senyawa tersebut 
dapat berubah dari waktu ke waktu. Faktor lingkungan juga berpengaruh dalam 
proses produksi biosurfaktan. Faktor tersebut dapat meliputi pH media fermentasi, 
temperatur, kecepatan putar media fermentasi dan lain-lain. Faktor ini dapat 
berpengaruh pada  pertumbuhan bakteri yang digunakan. 
 Untuk memperoleh biosurfaktan dengan karakteristik yang baik perlu 
dilakukan recovery terhadap biosurfaktan yang telah diproduksi. Recovery dapat 
dilakukan dengan cara ekstraksi menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran 
yang semakin meningkat karena biosufaktan yang dihasilkan belum dapat 
diketahui kepolarannya secara pasti. 
Suatu biosurfaktan mempunyai gugus hidrofilik dan gugus hidrofobik 
dalam satu senyawa. Identifikasi biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui gugus-
gugus tersebut dan mengetahui jumlah senyawa yang ada dalam biosurfaktan 
yang telah diproduksi. Identifikasi tersebut dapat dilakukan dengan menggunakan 
beberapa macam alat diantaranya HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography), KLT (Kromatograpi Lapis Tipis),  dan spektroskopi FT-IR 
(Fourier Transform – Infra Red), GC-MS (Gas Chromatography-Mass 
Spectroscophy). 
Setiap biosurfaktan mempunyai karakteristik tersendiri. Karakterisasi 
yang dapat dilakukan yaitu pengukuran tegangan permukaan, konsentrasi kritis 
missel, sistem emulsi, indeks emulsi, stabilitas emulsi, viskositas, dan indeks 
defraksi. 
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2. Batasan Masalah 
Berdasarkan identifikasi masalah tersebut, maka dibuat batasan masalah 
sebagai berikut : 
a. Recovery biosurfaktan dilakukan dengan ekstraksi menggunakan beberapa 
pelarut dengan kepolaran yang meningkat, berturut – turut yaitu n-heksana, 
kloroform, etil asetat, dan butanol. 
b. Penentuan jumlah komponen dalam biosurfaktan menggunakan KLT dan 
gugus-gugus fungsi dalam biosurfaktan menggunakan FT-IR  
c. Karakterisasi biosurfaktan dilakukan dengan penentuan sistem emulsi, 
konsentrasi kritis misel, penurunan tegangan permukaan beberapa 
hidrokarbon, yaitu minyak sawit, premium, benzena, toluena dan uji aktivitas 
sebagai emulsifier dan pengukuran stabilitas emulsi untuk hidrokarbon 
tersebut. 
 
3. Rumusan Masalah 
Berdasarkan identifikasi masalah dan batasan masalah di atas, rumusan 
masalah penelitian adalah sebagai berikut : 
a. Apakah minyak kedelai dapat berfungsi sebagai sumber karbon tambahan 
dalam media fermentasi terhadap sintesis biosurfaktan? 
b. Bagaimana karakter biosurfaktan yang diproduksi dari minyak kedelai? 
 
C. Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah : 
1. Mendapatkan biosurfaktan dengan minyak kedelai sebagai sumber karbon 
tambahan secara biotransformasi oleh P. aeruginosa.  
2. Mengetahui karakter biosurfaktan yang telah diproduksi  
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D. Manfaat Penelitian 
1. Penelitian ini secara teori memberikan informasi sintesis biosurfaktan 
dengan menggunakan minyak kedelai sebagai sumber karbon tambahan. 
2. Penelitian ini secara praktis dapat memanfaatkan potensi minyak kedelai 
sebagai agrobisnis Indonesia yang melimpah dan murah untuk sintesis 
biosurfaktan dengan sifat yang khas. 
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BAB II 
LANDASAN TEORI 
 
A. Tinjauan Pustaka 
1. Minyak Kedelai 
a. Komposisi minyak kedelai 
Kandungan minyak dan komposisi asam lemak dalam kedelai 
dipengaruhi oleh varietas dan keadaan iklim tempat tumbuh. Lemak kasar terdiri 
dari trigliserida sebesar 90–95% dan sisanya ialah fosfatida, asam lemak bebas, 
sterol dan tokoferol. Jumlah fosfatida dalam kedelai sekitar 2% yang terdiri dari 
lesithin dan sephalin. Lesithin digunakan sebagai bahan pengempuk dalam 
pembuatan kue dan roti. Komposisi kimia minyak kedelai secara umum tersaji 
dalam tabel 2. 
 
Tabel 1. Komposisi Kimia Minyak Kedelai 
Asam lemak tidak jenuh (85%)                             terdiri dari : 
           Asam linolenat                                               15–64 % 
           Asam oleat                                                    11–60 % 
           Asam linoleat                                                  1–12 % 
           Asam arachidonat                                          1,5 % 
Asam lemak jenuh (15%)                                       terdiri dari : 
           Asam palmitat                                                 7–10 % 
           Asam stearat                                                    2–5  % 
           Asam arachidat                                               0,2–1 % 
           Asam laurat                                                     0–0,1 % 
Fosfolipida                                                            jumlahnya sangat kecil (trace) 
Lecithin                                                                             s.d.a 
Cephalin                                                                            s.d.a 
Sumber : Baely, A.E. (1950) dalam Ketaren (1986) 
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Kadar minyak kedelai relatif lebih rendah dibandingkan dengan jenis 
kacang-kacangan lainnya, tetapi lebih tinggi daripada kadar minyak serelia. Kadar 
protein kedelai yang tinggi menyebabkan kedelai lebih banyak digunakan sebagai 
sumber protein daripada sumber minyak. 
Minyak kedelai mengandung asam lemak tidak jenuh yang cukup tinggi 
dibandingkan beberapa minyak yang lain. Asam lemak dalam minyak kedelai 
sebagian besar terdiri dari asam lemak esensial yang sangat dibutuhkan oleh 
tubuh. Kandungan asam lemak pada beberapa minyak nabati tersaji pada tabel 2.  
 
Tabel 2. Kandungan asam lemak pada beberapa minyak nabati 
Minyak nabati Asam lemak jenuh (%) Asam lemak tidak jenuh 
(%) 
Minyak kedelai 15 85 
Minyak kelapa sawit 44 56 
Minyak inti sawit 80 20 
Minyak kacang tanah 20 80 
Minyak jambu mete 19 81 
Minyak tengkawang 55 45 
Minyak biji kapas 30 70 
Minyak kelapa 88 12 
Sumber : Ketaren (1986) 
 
 Berdasar tabel 2, minyak kedelai diketahui mengandung asam lemak tidak 
jenuh yang cukup tinggi dibandingkan beberapa minyak yang lain. Asam lemak 
tidak jenuh ini yang nantinya dapat digunakan dalam produksi biosurfaktan. 
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b.  Asam lemak dalam minyak kedelai 
Asam lemak dalam minyak kedelai sebagian besar terdiri dari asam lemak 
esensial yang sangat dibutuhkan oleh tubuh. Asam lemak ini meliputi asam lemak 
jenuh dan asam lemak tidak jenuh yang selengkapnya tersaji dalam tabel 3.   
 
Tabel 3. Asam lemak dalam minyak kedelai 
Asam lemak Sifat struktur 
a. asam lemak jenuh   
(i) asam palmitat 
 
-rumus molekulnya CH3(CH2)14COOH 
- Pada Tkamar berwujud padat, berwarna 
putih 
- titik leburnya 63,1 oC 
 
 
O
OH 
(ii) asam stearat 
 
- rumus molekulnya CH3(CH2)16COOH 
- Pada Tkamar berwujud padat 
- titik leburnya 69,6 oC dan titik 
didihnya 361 oC  
 
 
O
OH 
(iii) asam miristat 
 
- rumus molekulnya CH3(CH2)12COOH 
- pada Tkamar berwujud padat, berwarna 
putih, dan mudah mencair jika 
dipanaskan 
- titik leburnya 44 oC, titik didihnya 
225oC. 
 
 
O
OH 
(iv) asam laurat 
 
- rumus molekulnya CH3(CH2)10COOH 
- pada Tkamar berwujud padatan putih, 
mudah mencair jika dipanaskan 
- titik lebur 44 oC, titik didhnya 225 oC 
- larut dalam pelarut polar 
 
 
O
OH 
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c. Kegunaan minyak kedelai 
Asam lemak esensial dalam minyak kedelai dapat mencegah timbulnya 
atherosclerosis atau penyumbatan pembuluh darah. Minyak kedelai yang sudah 
dimurnikan dapat digunakan untuk pembuatan minyak salad, minyak goreng 
(cooking oil) serta untuk segala keperluan pangan. Lebih dari 50% produk pangan 
dibuat dari minyak kedelai, terutama margarin dan shortening. Hampir 90% dari 
produksi minyak kedelai digunakan dalam bidang pangan dan dalam bentuk telah 
terhidrogenasi, karena minyak kedelai mengandung lebih kurang 85% asam lemak 
b. asam lemak tidak 
jenuh 
 
 
(i) asam oleat 
 
 
 
 
 
 
 
 
- rumus molekulnya 
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 
- titik cairnya 63 oC, titik leburnya 15,3 
oC,  titik didihnya 360 oC 
-memiliki aroma khas 
-tidak larut dalam air 
- Pada Tkamar berupa cairan kental 
berwarna kuning pucat atau kuning 
kecoklatan 
 
 
O
OH  
 
(ii) asam linoleat (cis-
cis-oktadekadinoat) 
 
 
- rumus molekulnya 
CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7-
COOH 
- titik cairnya -5 oC 
 
O
OH
 
(iii) asam linolenat 
 
- rumus molekulnya 
CH3CH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=
CH(CH2)7COOH 
- merupakan prekusor asam lemak 
Omega-3  
 
OHO
 
Sumber : “http://id.wikipedia.org/wiki/asam lemak 
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tidak jenuh. Minyak kedelai juga digunakan pada pabrik lilin, sabun, varnish, 
lacquers, cat, semir, insektisida dan desinfektans (Ketaren, 1986). 
                                                                                                                
2. Pseudomonas aeruginosa 
 Pseudomonas aeruginosa menurut Bergey’s manual  termasuk bakteri 
kelompok 7 yaitu berbentuk batang dan kokus aerobik gram negative. Bentuk 
morfologi selnya yaitu batang, lonjong, dan bola. Ukurannya yaitu 0,5 – 1,0 mm x 
1,5 – 3 mm dan bersifat motil karena mempunyai flagella dan ada juga yang non 
motil (Pelczar dan Chan, 1986).  
Bakteri ini mempunyai metabolik khusus pada beberapa spesies, yaitu 
dapat mengoksidasi senyawa-senyawa berkarbon satu, misalnya metan atau 
methanol, dan ada beberapa spesiesnya yang dapat menghancurkan atau 
mendegradasi berbagai macam senyawa. Organisme ini mampu untuk 
mengadakan denitrifikasi dan sering resisten terhadap antibiotik. 
Bakteri ini dapat tumbuh pada nutrient agar dan biasanya diikuti dengan 
produksi air hijau biru atau hijau kuning yang larut dalam phenazile pigmen 
pyocianin (yang menjadi merah saat diasamkan). Tumbuh secara optimal pada 
suhu 37oC. Ukuran dan kompleksitas genome P. aeruginosa dapat beradaptasi 
dengan cepat dan tumbuh dengan subur di dalam lingkungan berbeda dengan cara 
membalas efek antimikrobial unsur (Stover dkk, 2000). 
 
3. Pertumbuhan Mikroorganisme 
Jika bakteri ditanam dalam suatu larutan pembiakan (media inokulum), 
maka bakteri akan terus tumbuh sampai salah satu faktor mencapai minimum dan 
pertumbuhan menjadi terbatas. Kalau sepanjang peristiwa ini tidak diadakan 
penambahan nutrien atau penyaluran keluar produk-produk metabolisme, maka 
pertumbuhan dalam lingkungan seperti ini disebut kultur statik 
Waktu generasi adalah waktu yang diperlukan oleh mikroorganisme untuk 
meningkatkan jumlah sel menjadi dua kali lipat jumlah semula. Pertumbuhan biak 
bakteri dengan mudah dapat dinyatakan secara grafik dengan logaritma jumlah sel 
terhadap waktu. Suatu kurva pertumbuhan (Gambar 1) khas mempunyai bentuk 
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sigmoid dan dapat dibedakan dalam beberapa tahap pertumbuhan, yaitu tahap 
ancang-ancang (lag-phase), tahap eksponensial (logaritmik), tahap stasioner dan 
tahap menuju kematian. 
4.a Tahap ancang-ancang (aulauf (lag)-phase).  
Tahap ancang-ancang mencakup interval waktu antara saat penanaman dan saat 
tercapainya kecepatan pembelahan maksimum. Lamanya tahap ancang-ancang ini 
terutama tergantung dari biak awal, umur bahan yang ditanam, dan juga dari sifat 
larutan biak.  
4.b Tahap eksponensial (log phase).  
Tahap pertumbuhan eksponensial atau logaritmik dicirikan oleh kecepatan 
pembelahan maksimum yang konstan. Kecepatan pembelahan diri sepanjang 
tahap log bersifat spesifik untuk tiap jenis bakteri dan tergantung lingkungan. 
4.c Tahap stasioner.  
Tahap stasioner dimulai kalau sel-sel sudah tidak tumbuh lagi. Kecepatan 
pertumbuhan tergantung dari kadar substrat; menurunnya kecepatan pertumbuhan 
sudah terjadi ketika kadar substrat berkurang sebelum substrat habis terpakai. 
Dengan demikian pengalihan dari tahap eksponensial ke tahap stasioner terjadi 
berangsur-angsur. Selain karena keterbatasan substrat, juga kepadatan populasi 
yang tinggi, tekanan parsial oksigen yang rendah dan timbunan produk 
metabolisme yang toksik, dapat menurunkan kecepatan pertumbuhan dan 
mengintroduksi tahap stasioner. 
4.d Tahap kematian.  
Tahap kematian dan sebab-sebab kematian sel bakteri dalam larutan biak normal 
masih belum diteliti lebih lanjut. Jumlah sel hidup dapat berkurang secara 
eksponensial kemungkinan karena sel-sel dihancurkan oleh pengaruh enzim asal 
sel sendiri (otolisis). 
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                                                                                           (Pelczar dan Chan, 1986) 
 
4. Biotransformasi 
Biotransformasi merupakan salah satu aspek dari bioteknologi yang dapat 
diartikan sebagai penggunaan biokatalis untuk mengubah bahan mentah menjadi 
produk yang lebih berharga. Biokatalis yang digunakan dapat berupa enzim yang 
diisolasi atau seluruh sel mikroba. Pada kasus dimana biotransformasi merupakan 
satu tahap reaksi dan enzim tanpa kofaktor tersedia, maka enzim yang 
diimobilisasi merupakan biokatalis yang efisien. Contoh yang menarik yaitu 
penggunaan lipase untuk sintetis ester (Eigtved dkk, 1998; Lazar dkk, 1986 & 
Staal, 1991). Biotransformasi merupakan reaksi multi tahap dan relatif kompleks, 
khususnya dimana tahap enzimatik membutuhkan kofaktor, dan kemungkinannya 
hanya menggunakan biokatalis hidup, maka biasanya digunakan sel mikroba yang 
dimodifikasi secara genetik (Casey dan Macrae, 1992). 
Bahan mentah yang murah seperti glukosa, kompleks karbohidrat seperti 
pati, gula cair dan bahkan air buangan merupakan substrat favorit untuk 
biotransformasi (Buhler dan Wandrey, 1992). Sejumlah produk berharga baru 
dapat diturunkan dari minyak dan lemak. Produk ini mungkin dapat menjadi 
aplikasi industri yang baru. 
Gambar 1. Kurva Pertumbuhan  bakteri 
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Contoh dari produk biotransformasi : 
a. oleokimia 
Oleokimia merupakan bahan kimia yang diperoleh dari sumber yang dapat 
diperbaharui seperti minyak sayur dan lemak binatang. Mayoritas dari modifikasi 
bahan kimia ini ditunjukkan pada gugus karboksilat (kira–kira 96%) dengan 
sebagian pada rantai tengah pusat tidak jenuh bagian dari asam lemak (Casey dan 
Macrae, 1992). 
b. desaturasi asam lemak 
Desaturasi asam lemak jenuh atau turunannya berarti penambahan gugus fungsi 
pada minyak khususnya minyak kelapa dan kelapa sawit yang memiliki 
kandungan asam lamak jenuh yang tinggi. 
c. keton 
Beberapa mikroorganisme telah menunjukkan kemampuan untuk mengubah 
trigliserida atau asam lemaknya menjadi keton. Mikroorganisme ini ditemukan 
mampu untuk mengakumulasi 2–keton, dimana mempunyai satu atom karbon 
lebih sedikit daripada substratnya pada media pertumbuhan. 
d. hidroksi asam lemak 
Reaksi kimia antara asam oleat dengan asam sulfat dan hirolisis sebagian 
mengarah pada campuran 9- dan 10- asam hidrostearat. Seperti asam keto lemak, 
asam hidrostearat yang serupa dapat berguna sebagai minyak gosok, surfaktan, 
plasizicer, komponen dari detergen, industri cat dan sintetis resin (El Sharkaway 
dkk, 1992). Sekarang ini  sumber komersial dari asam lemak hidroksida adalah 
asam lemak ricinoleat dari minyak jarak. Pengubahan mikrobiologi asam oleat 
menjadi asam lemak hidroksi asam lemak oleh Pseudomonas telah dilaporkan 
pada tahun 60an (Schroepfer, 1965 &1966; Wallen dkk,1962). Pseudomonas sp. 
ditemukan stereospesifik, dimana gugus hidroksil memiliki konfigurasi D 
(Schroepfer, 1965 & 1966).  
e. Polimer mikroba 
Banyak bakteri mampu mengakumulasi berbagai macam bahan dalam 
tubuhnya, mulai dari n-alkana sampai polifosfat. Yang paling terkenal adalah poli-
3-hidroksibutirat (PHB). Kebanyakan dari PHB diakumulasi saat sel tumbuh di 
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bawah kondisi nitrogen yang terbatas dan di bawah keberadaan sumber karbon 
yang berlebih (Kian dkk, 1997).               
                             
5. Surfaktan 
Substansi surface-active atau surfaktan adalah molekul yang mempunyai 
karakteristik ampifilik, yaitu sifat hidrofilik dan hidrofobik (Hutchinson dkk, 
1967; Van Dyke dkk, 1991). Karena keberadaan gugus hidrofilik dan hidrofobik 
dalam molekul yang sama, surfaktan membagi pada antarpermukaan antara fase 
cair yang mempunyai derajat polaritas yang berbeda dan ikatan hidrogen (Ghazali 
dan Ahmad, 1997).  
 Surfaktan cenderung untuk berakumulasi pada antarmuka. Hal ini dapat 
menurunkan tegangan muka antara dua fasa sehingga akan mengakibatkan 
perubahan pada energi sistem. Sistem akan lebih stabil dengan energi bebas yang 
lebih rendah. Kelarutan surfaktan dalam air dipengaruhi oleh panjang rantai-rantai 
karbon. Semakin panjang rantai karbon maka kelarutannya dalam air akan 
berkurang dan kelarutan dalam hidrokarbon makin besar. 
a. Pegelompokan Surfaktan 
 Berdasarkan sifat-sifat gugus hidrofilik yaitu gugus yang bersifat polar, 
surfaktan dikelompokkan sebagai berikut : 
1) Surfaktan ionik 
surfaktan ionik adalah surfaktan yang bagian hidrofiliknya bermuatan 
 a. Anionik yaitu molekul yang aktif permukaannya mempunyai muatan 
negatif. Contoh : sabun (RCOO-Na+) 
 b. Kationik yaitu bagian molekul yang aktif permukaannya mempunyai   
muatan positif. Contoh : garam ammonium rantai panjang R+NH3Cl- 
dan ammonium klorida kuartener R+N(CH3)3Cl- 
 c. Zwitterion yaitu bagian hidrofiliknya bermuatan positif dan negatif. 
2) Surfaktan non ionik 
Surfaktan nonionik merupakan surfaktan yang bagian hidrofilinya tidak 
bermuatan atau netral. 
                                                                                                  (Gerorgiu dkk, 1992) 
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Gugus hidrofobik biasanya adalah residu-residu hidrokarbon rantai panjang 
walaupun demikian mereka mencakup struktur yang berbeda-beda; 
1.     Rantai lurus, gugus-gugus alkil rantai panjang (C8-C20) 
2.     Rantai bercabang, gugus-gugus alkil panjang 
3.     Residu alkil benzene rantai panjang (C8-C15) 
4.     Residu alkil naftalen rantai panjang 
5. Polimer, propilena oksida dengan berat molekul tinggi (turunan   
polioksipropilenglikol) 
6.     Gugus polisiloksan 
                                                                                                           (Moroy, 1992) 
 
b.  Karakterisasi Surfaktan 
 Surfaktan mempunyai karakteristik diantaranya adalah dapat menurunkan 
tegangan permukaan suatu larutan, membentuk dan menjaga kestabilan emulsi, 
dan mempunyai harga konsentrasi kritis missel yang berbeda-beda satu dengan 
yang lain. 
1)  Konsetrasi Kritis Misel 
Molekul sabun dapat berkumpul sebagai misel, yaitu kumpulan molekul 
berukuran koloid, walaupun tidak ada tetesan lemak. Hal ini disebabkan: ekor 
hidrofobnya cenderung berkumpul, dan kepala hidrofilnya memberikan 
perlindungan. Misel hanya terbentuk di atas konsentrasi kritis misel (KKM). 
KKM merupakan konsentrasi minimum yang diperlukan untuk pembentukan 
suatu misel. Fenomena terbentuknya misel adalah pada kondisi awal surfaktan 
mengalami adsorbsi pada antarmuka yang bertambah apabila konsentrasi 
dinaikkan. Akhirnya tercapai suatu titik dimana pada antarmuka maupun dalam 
caian manjadi jenuh dengan monomer keadaan inilah yang disebut dengan 
konsentrasi kritik misel. 
Larutan surfaktan menunjukkan sifat-sifat fisika yang tidak umum, yaitu 
pada konsentrasi rendah surfaktan bersifat sebagai zat terlarut  normal, tetapi pada 
konsentrasi tertentu terjadi perubahan sifat fisik secara mendadak akibat 
terbentuknya misel. Sifat fisik tersebut antara lain tekanan osmosis, turbiditas, 
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daya hantar listrik, indeks bias, tekanan uap, absorbansi dan tegangan permukaan 
yang dapat digunakan untuk pengukuran harga KKM (Atkins, P.W., 1997).                                                    
                                                                                     
2) Tegangan Permukaan 
 Tegangan  permukaan adalah besarnya gaya yang bekerja tegak lurus pada 
1 satuan panjang permukaan cairan. Gaya tarik–menarik molekul–molekul dalam 
cairan sama ke segala arah, tetapi molekul-molekul pada permukaan cairan lebih 
tertarik ke dalam cairan. Hal ini disebabkan karena jumlah molekul dalam fase 
uap lebih kecil daripada fase cair. Akibatnya zat cair selalu berusaha mendapatkan 
luas permukaan terkecil. Oleh karena itu, tetesan–tetesan cairan dan gelembung–
gelembung gas berbentuk bulat dan mempunyai luas permukaan terkecil. 
Tegangan muka dapat ditentukan dengan beberapa metode antara lain : 
1. Metode Kenaikan Kapiler 
Bila suatu pipa kapiler dimasukkan ke dalam cairan yang membasahi 
dinding, maka cairan akan masuk ke dalam kapiler karena adanya tegangan muka. 
Energi paling rendah didapat saat lapisan tipis menutupi sebanyak mungkin kaca 
tersebut. Ketika lapiasan tipis ini merembet ke atas dinding bagian dalam, lapisan 
tipis itu mempunyai efek melengkungkan permukaan cairan ke dalam pipa. 
Kenaikan cairan sampai pada suatu tinggi tertentu terjadi keseimbangan antara 
gaya ke atas dan ke bawah. Gaya ke bawah (Fb) adalah  
Fb = π r2 h d g……………………………………………………………(1) 
Dimana h = tinggi permukaan                                     d = berat jenis 
             g = percepatan gravitasi                                   r = jari – jari kapiler 
sedang gaya ke atas (Fa) adalah   
Fa = 2 π r γ cos θ…………………………………………………………(2) 
dengan γ adalah tegangan muka dan θ adalah suatu sudut kontak. Pada 
kesimpulannya, gaya ke bawah = gaya ke atas, sehingga jika diambil pendekatan 
θ = 0 (karena pada umumnya θ sangat kecil mendekati nol), didapatkan : 
 
2 π r γ = π r2 h d g 
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γ = 
2
rhdg  ..................................................................................................(3) 
 
Percobaan di atas digunakan untuk membandingkan cairan yang 
ditentukan tegangan mukanya dengan cairan yang sudah diketahui misal air, 
sehingga diperoleh persamaan 4:     
     
)4.........(................................................................................
2/
2/
air
airair
xx
x
xx
airair
xx
airair
x
air
dh
dh
dh
dh
gdrh
gdrh
gg
g
g
=
==
 
γx  = tegangan permukaan zat cair yang ditentukan 
γair = tegangan permukaan air = 72,13 mN/m pada suhu 25 oC (Adamson, 1990) 
dair = massa jenis air = 0,997 pada suhu 25 oC (Brady, 1990) 
dx  = massa jenis zat cair 
hair = tinggi permukaan air 
hx  = tinggi permukaan  
 
2. Metode Drop-Weight 
 Prinsip metode ini adalah gaya tegangan permukaan zat cair setimbang 
dengan gaya yang ditimbulkan berat zat cair maka cairannya akan menetes. 
Tegangan permukaan yang diperoleh dari metode ini dirumuskan sebagai 
persamaan 5. 
 
R
mg
p
g
2
= …………………………………………………….…………..(5)      
γ = tegangan permukaan 
g = gravitasi bumi 
m = massa 1 tetes zat cair 
R = jari-jari  
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 3. Metode cicin de Nuoy 
 Suatu cincin Pt dimasukkan ke dalam cairan dan gaya yang diperlukan 
untuk memisahkan cincin dari permukaan cairan diukur. Besarnya gaya ke bawah 
akibat tegangan muka dirumuskan dalam persamaan 6: 
F = 2(2πR)γ…………………………………………………………….(6) 
F = gaya yang terukur pada alat (N) 
R = jari-jari cincin (cm) 
γ  = tegangan permukaan (N/cm) 
 
4. Metode tekanan maksimum gelembung 
 Prinsipnya adalah tegangan permukaan dari tekanan maksimum yang 
dibentuk untuk mengeluarkan gelembung pada ujung pipa kapiler. 
γ = r/2 (Po + ρ h1 g – h2 d g)………………………………….…...….(7) 
γ   = tegangan permukaaan (N/m) 
Po = tekanan 1 atm 
ρ   = massa jenis air 
h1  = kenaikan air 
g   = gravitasi bumi 
h2  = kenaikan larutan 
d   = massa jenis larutan 
                                                                                                            (Atkins, 1999) 
 
 
3) Sistem emulsi dan Kestabilan emulsi 
Emulsi adalah dispersi suatu campuran, yang molekul–molekul kedua 
campuran tersebut tidak saling bercampur atau bercampur sebagian. Pada suatu 
emulsi terdapat tiga bagian utama yaitu fase terdispersi, terdiri dari butir–butir 
yang biasanya terdiri dari minyak. Bagian kedua adalah zat pendispersi yang 
biasanya air dan bagian ketiga adalah zat pengemulsi yang menjaga agar butir 
minyak tetap terdispersi dalam air (Shaw, J.D, 1978 ). 
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Pengurangan daerah antarmuka dengan pengumpulan mengurangi energi 
sistem dan proses ini secara termodinamika lebih disukai. Karena alasan ini Garret 
mendefinisikan emulsi stabil sebagai emulsi yang akan menjaga sejumlah ukuran 
partikel yang sama dari fase terdispersi persatuan volume dari fase pendispersi. 
Energi antarmuka total harus tidak bervariasi dengan waktu untuk memenuhi 
definisi ini. Kestabilan kinetik suatu emulsi adalah kadaan dimana sifat-sifat fisika 
kimia dari suatu emulsi tidak berubah secara berarti selama satu periode waktu 
yang cukup lama. 
Daya kerja surfaktan terutama disebabkan oleh bentuk molekul yang 
dapat terikat baik pada minyak / air. Bila zat pengemulsi tersebut lebih terikat 
pada air atau lebih larut dalam air (polar) maka dapat membentuk terjadinya 
dispersi minyak dalam air sehingga terjadilah emulsi o/w dan sebaliknya jika zat 
pengemulsi lebih terikat pada minyak maka terbentuk dispersi air dalam minyak 
atau terjadi emulsi w/o . 
Daya kerja zat pengemulsi terjadi bila butir – butir minyak yang 
terdispersi tersebut segera terselubungi oleh selaput tipis yang disusun oleh zat 
pengemulsi. Bagian zat pengemulsi yang bersifat polar akan menghadap kepelarut 
polar (misal air). 
Surfaktan sebagai zat pengemulsi berfungsi umtuk memudahkan 
pembentukan emulsi dengan mekanisme sebagai berikut : 
1. Mengurangi tegangan antarmuka 
Pengurangan tegangan antarmuka menurunkan energi bebas yang dihasilkan 
pada dispersi, karena sistem dengan energi bebas yang lebih rendah akan lebih 
stabil. 
2. Pembentukan suatu lapisan antarmuka 
Yang berfungsi sebagai pembatas mekanik untuk penggabungan surfaktan yang 
merupakan molekul amfifilik mengatur dirinya pada antarmuka air–minyak 
dalam posisi yang paling disukai. Bagian hidrofobik dalam fasa minyak dan 
bagian hidrofilik dalam fasa air. Selain itu, surfaktan cenderung berkumpul 
pada antarmuka sebagai lapisan monomolekular. Jika konsentrasi zat 
pengemulsi cukup tinggi, pengemulsi membentuk suatu lapisan yang kaku 
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antara fase yang tidak bercampur tersebut, yang bertindak sebagai suatu 
penghalang mekanik untuk bergabungnya partikel terdispersi. Emulsi yang 
stabil adalah emulsi yang molekul-molekul surfaktannya terkemas rapat 
(berdekatan) dan membentuk suatu lapisan antarmuka yang kuat. 
3. Pembentukan lapisan rangkap listrik sebagai penghalang elektrik untuk 
mendekatnya partikel terdispersi potensial yang dihasilkan oleh lapisan 
rangkap tersebut, menciptakan suatu pengaruh tolak menolak antara tetesan–
tetesan minyak, sehingga mencegah penggabungan  (Moroy, 1992). 
 
6. Biosurfaktan 
Banyak organisme menghasilkan surfaktan saat tumbuh dalam media 
yang terdiri dari sumber karbon. Senyawa ini disebut biosurfaktan (bioS), terdiri 
dari lemak kompleks atau sederhana atau turunannya (Kosaric dkk,1987). Bagian 
hidrofobik biasanya merupakan rantai karbon asam karboksilat yang secara 
kovalen disambung oleh ester atau ikatan amida pada bagian hidrofilik yang 
ditarik dari range yang luas dari gugus fungsi organik (nonionik, bermuatan 
positif, bermuatan negatif atau amfoter). 
BioS disintetis secara ekstraseluler atau bersamaan dengan dinding 
selnya. (Zajic dkk, 1984 dalam Ghazali dan Ahmad, 1997). Jika ekstraseluler 
maka akan menyebabkan emulsifikasi dari sumber karbon, dan jika bersamaan 
dengan dinding sel maka akan memfasilitasi penembusan sumber karbon ke ruang 
periplasmik dengan merubah struktur dari dinding sel (Lang dkk, 1987 dalam 
Ghazali dan Ahmad, 1997). 
Berdasarkan struktur dari bagian hidrofilik, biosurfaktan diklasifikasikan 
ke dalam lima tipe, yaitu: lipopeptida, glikolipid, lipopolisakarida, lipid netral dan 
asam lemak atau fosfolipida (Jenny dkk, 1991; Mulligan dkk, 1989; Sasidharan 
dkk, 1993b, Wagner, 1988 dalam Ghazali dan Ahmad, 1997). Yang sering 
digunakan sebagai indikasi keberadaan dari bioS adalah tegangan permukaan, 
tegangan antarmuka dan konsentrasi kritis missel (Georgiu dkk, 1992). Contoh 
biosurfaktan yang telah dapat diproduksi secara biotransformasi dapat dilihat pada 
Tabel 4. 
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Tabel 4.Beberapa contoh surfaktan beserta sifat, mikroorganisme dan strukturnya. 
Senyawa            sifat                               mikroorganisme                           struktur 
Sophorolipid     nonionic atau                 Torulopsis sp. 
                          Anionic, ekstraselular    Candida bogoriensis 
 
 
 
 
Rhamnolipid     anionik, ekstraseluler    Psudomonas sp.  
 
 
 
Sumber : Ghazali dan Ahmad (1997) 
 
BioS disintetis dari bakteri, ragi, dan jamur. Ragi dan jamur lebih suka 
menggunakan n-alkana linear dan jenuh sementara penambahan bakteri 
mendegradasi isoalkana dan sikloalkana seperti senyawa aromatik tidak jenuh. 
Sintetis ini sering kali regio-, stereo- dan selektif gugus. Selama biosintetis dari 
bioS, ada beberapa parameter yang mengkontrol tipe dan jumlah yang diproduksi.  
Beberapa diantaranya adalah sebagai berikut: 
a. Sumber karbon alami 
b. Jumlah nutrisi dan pertumbuhan alami, contoh sumber nitrogen dan 
konsentrasi dan rasio C:N 
c. Parameter fisika dan kimia, seperti aerasi, suhu dan pH 
Biosurfaktan dapat diproduksi dari berbagai substrat yang dapat 
diperbaharui (Fiechter, 1992 dalam Ghazali dan Ahmad, 1997). Struktur bioS, 
khususnya ekor hidrofobik, mungkin dapat mencerminkan substrat, pergantian 
substrat sering merubah strutur dan tentu saja sifat dari produk (Kosaric dkk, 
1987). Beberapa mikroorganisme menghasilkan biosurfaktan dan sementara yang 
lainnya membutuhkan substrat yang larut dalam air seperti karbohidrat dan asam 
amino untuk membentuk suaru biosurfaktan. Minyak, lemak dan asam lemak juga 
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digunakan.  Beberapa jenis biosurfaktan telah disintesis dan telah diketahui sifat-
sifatnya seperti konsentrasi kritis misel dan tegangan permukaan (Tabel 5) 
(Ghazali dan Ahmad, 1997). 
 
Tabel 5. Beberapa jenis biosurfaktan yang dihasilkan oleh mikroorganisme dan 
karakternya 
Mikroorganisme Biosurfaktan Konsentrasi 
kritis misel 
(mg/L) 
Tegangan 
permukaan 
(mN/m) 
Corynebacterium lepus Asam lemak 150 <30 
Pseudomonas aeruginosa Rhamnolipid 5-200 25-30 
Pseudomonas 42A2 dihidroksioktadekanoat 200-500 30 
Ustilago maydis Asam ustilagat 20 30 
Rhodococcus sp. Strain 
H13A 
glikolipid 1500 45 
  
 
7. Ekstraksi Pelarut 
 Ekstraksi adalah salah satu pemisahan kimia berdasarkan atas kelarutan 
komponen yang dipisahkan dengan pelarut yang digunakan. Prinsip ekstraksi 
didasarkan pada distribusi zat terlarut dengan perbandingan tertentu antara dua 
pelarut yang tidak saling bercampur. Batasannya adalah zat terlarut dapat 
ditransfer pada jumlah yang berbeda dalam kedua fase pelarut. Teknik ini dapat 
digunakan untuk kegunaan pemurnian, memperkaya pemisahan serta analisis pada 
semua skala kerja (Saptoharjo, 2002). 
Ekstraksi biasanya dimulai dengan menggunakan pelarut organik secara 
berurutan dengan kepolaran yang semakin meningkat. Digunakan pelarut heksana, 
eter, petroleum eter atau kloroform untuk senyawa yang kepolarannya rendah. 
Selanjutnya digunakan pelarut yang lebih polar seperti alkohol dan etil asetat 
untuk mengambil senyawa-senyawa yang lebih polar seperti asam amino dan 
karbohidrat (Rusdi, 1988 dan Padmawinata, 1987 dalam Cahya, 2003). 
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Pemilihan pelarut berdasarkan kaidah “like dissolve like” yang berarti 
suatu senyawa polar akan larut dalam pelarut polar dan juga sebaliknya, senyawa 
non polar akan larut dalam pelarut nonpolar (Sastrohamidjojo, 1991). 
 
8. Spektrofotometer UV-VIS 
 Spektrofotometri UV-Vis adalah anggota teknik analisis spektroskopik 
yang memakai sumber radiasi elektromagnetik ultra violet dekat (190 – 380 nm) 
dan sinar tampak (380 – 180 nm). Radiasi ultraviolet jauh (100 – 190 nm) tidak 
dipakai sebab pada daerah radiasi tersebut diabsorbsi oleh udara. 
             Suatu molekul sederhana apabila dikenakan radiasi elektromegnetik akan 
mengabsorbsi radiasi alektromegnetik yang energinya sesuai. Interakasi tersebut 
akan meningkatkan energi potensial elektron pada tingkat keadaan eksitasi. 
Apabila molekul yang sederhana tadi hanya terjadi transisi elektronik pada satu 
macam gugus, maka akan terjadi satu absorbsi yang merupakan garis spektrum. 
Analisis dengan spektrofotometer UV-Vis selalu melibatkan pembacaan 
absorbansi radiasi elektromegnetik oleh molekul atau radiasi elektromegnetik 
yang diteruskan. Apabila suatu radiasi elektromagnetik dikenakan kepada suatu 
larutan dengan intensitas mula-mula (I0), maka sebagian radiasi tersebut akan 
diteruskan (It) dan sebagian akan diabsorbsi (Ia), sehingga : 
I0 = Ia + It 
 Bouger, Lambert dan Beer membuat formula secara matematik 
hubungan antara transmitan atau absorban terhadap intensitas radiasi atau 
konsentrasi zat yang dianalisi dan tebal larutan yang mengabsorbsi sebagai : 
T = bct
I
I ..
0
10 e-=  
A = bc
T
..1log e= …………………………………………………………....…..(8) 
Dimana T = persen transmitan 
   I0 = intensitas radiasi yang dating 
   It = intensitas radiasi yang diteruskan 
   e = absorbansi molar (L. mol-1cm-1) 
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              c = konsentrasi (mol. L-1) 
   b = tebal larutan (cm) 
   A = absorbansi 
 
9. Kromatografi Gas – Spektroskopi   Massa 
Kromatografi adalah salah satu metode pemisahan senyawa untuk 
mendapatkan senyawa murni dari senyawa campurannya. Pemisahan didasarkan 
pada perbedaan distribusi (migrasi) zat dalam dua fase yang berbeda, yaitu fase 
diam dan fase gerak. Fasa diam biasanya berupa padatan atau cairan yang tertapis 
pada padatan pendukung, sedangkan fase gerak dapat berupa zat cair atau gas.  
Perbedaan interaksi senyawa terhadap yang lain (zat pada fase gerak 
maupun fase diam) menyebabkan senyawa tersebut berbeda dalam hal 
distribusinya dalam fase gerak maupun fase diamnya. Distribusi senyawa 
campuran yang terserap dalam fase gerak merupakan proses kesetimbangan. 
Kromatografi gas-spektroskopi massa merupakan gabungan dari 
kromatografi gas yang menghasilkan pemisahan dari komponen-komponen dalam 
campuran dan spektroskopi massa yang merupakan alat untuk mengetahui erat 
senyawa dari setiap puncak kromatogram. Pada metode ini komponen-komponen 
dalam sampel dipisahkan oleh kromatografi gas dan hasil pemisahan dianalisis 
oleh spktroskopi massa. Metode ini digunakan untuk mengidentifikasi sampel 
campuran dari beberapa komponen. 
Puncak–puncak kromatogram memberikan informasi jumlah komponen 
yang ada dalam sampel dan spektra dari spektroskopi massa memberikan kunci-
kunci penting dalam proses identifikasi senyawa. Prinsip instrumen ini adalah 
menguapkan senyawa organik dan mengionkan uapnya. Dalam spektroskopi, 
molekul-molekul organik ditembak dengan berkas elektron dan diubah menjadi 
ion-ion bermuatan positif (ion molecular) yang dapat dipecah menjadi ion-ion 
yang lebih kecil. Molekul organik mengalami proses pelepasan satu elektron 
menghasilkan ion radikal yang mengandung satu elektron tidak berpasangan. 
Pemecahannya dinyatakan sebagai berikut: 
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 M+.  → M1+ + M2 . atau M1. + M2+ 
M+. = ion molekul 
M+ = ion fragmen 
M. = radikal 
Ion-ion dan radikal ini akan dipisahkan dalam medan magnet dan 
menimbulkan arus ion pada kolektor yang sebanding dengan limpahan relatif 
mereka. Spektra massa merupakan gambar antara limpahan relatif lawan 
perbandingan massa/muatan (m/e) (Sastrohamidjojo, 1998). 
Energi berkas elektron yang diperlukan untuk melepaskan satu eletron 
dari suatu molekul senyawa organik adalah antara 10-15 eV (1eV = 23 kkal/mol). 
Oleh karena itu, jika energi berkas elektron tersebut lebih besar dari 10 eV, 
misalnya 70 eV, kelebihan energi ini dapat memutuskan satu ikatan atau lebih 
pada ion molekul dan terbentuk ion fragmen. 
Spektra massa biasanya dibuat dari massa rendah ke massa tinggi. Cara 
penyajian yang jelas dari puncak-puncak utama dapat diperoleh dengan gambar 
membuat harga massa/muatan (m/e) terhadap kelimpahan relatif. Kelimpahan 
terbesar disebut puncak dasar (base peak) dari spektra dan dinyatakan sebagai 
100%. Sedangkan puncak-puncak lain mempunyai harga relatif terhadap puncak 
dasar. Dengan data tersebut dapat diperkirakan bagaimana struktur molekul awal 
dari senyawa yang dianalisis (Sudjadi, 1980). 
 
10. Fourier Transform Infrared (FT-IR) 
 Suatu molekul dapat menyerap energi sinar inframerah (IR) apabila 
gerakan vibrasi dan rotasi dari molekul tersebut menghasilkan perubahan netto 
momen dwikutubnya, sehingga medan listrik bolak-balik dari sinar inframerah 
sama dengan fekruensi vibrasi alamiah dari molekul tersebut, maka sinar 
inframerah akan terserap molekul. Daerah sinar infra merah (IR) yang terpenting 
dalam pennetuan struktur suatu senyawa berkisar antra 4000 cm-1 – 300 cm-1 
(Silverstein, et al, 1986; Williams, et al, 1987). Ada dua macam gerakan vibrasi 
suatu molekul, yaitu vibrasi ulur dan vibrasi tekuk. Vibrasi ulur terdiri dari vibrasi 
simetri dan vibrasi asimetri sedangkan vibrasi tekuk terdiri dari vibrasi gunting 
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(scissoring), goyang (rocking), kibas (wagging) dan putar (twisting). Fekruensi 
vibrasi ulur antara 2 atom dan ikatan yang menghubungkan dapat dihitung 
berdasarkan hokum Hooke (Sastrohamidjojo, 1991), dinyatakan dengan 
persamaan 9. 
÷÷
ø
ö
çç
è
æ
P
=
m
K
c
v
2
1 ……………………………………………………………(9) 
Keterangan : ν = Frekuansi (det-1) 
                     C = Kecepatan cahaya (3 x 1010 cm/det) 
                     K = Tetapan gaya untuk ikatan (Nm-1) 
                     μ = Massa dua atom (g) 
Interpretasi serapan inframerah (IR) dari beberapa vibrasi gugus – gugus fungsi 
senyawa organik (Sastrohamidjojo, 1991) : 
a.   daerah ulur hidrogen (3700–2700 cm-1) 
Puncak terjadi karena vibrasi ulur dari atom hidrogen dengan atom lainnya. 
Frekuensi jauh lebih besar sehingga interaksi dapat terabaikan. Puncak 
absorbsi timbul pada daerah 3700–3100 cm-1 karena vibrasi ulur dari OH atau 
NH. Ikatan hidrogen menyebabkan puncak melebar dan terjadi pergeseran ke 
arah bilangan gelombang yang lebih pendek. Sedangkan vibrasi CH alifatik 
timbul pada 3000 – 2850 cm-1. Perubahan struktur dari ikatan CH akan 
menyebabkan puncak bergeser ke arah yang maksimum. 
Rentangan NH muncul pada kisaran 3500-3300 cm-1. Amin primer 
mempunyai dua serapan sedangkan amin sekunder mempunyai satu serapan. 
Amin tersier tidak memiliki rentang NH. Vibrasi bengkok NH pada amin 
primer menghasilkan serapan melebar pada kisaran 1640 – 1560 cm-1. Amin 
sekunder menyerap dekat 1600 cm-1. Rentang CN muncul pada daerah 1350–
1000 cm-1. 
b.  daerah ikatan rangkap dua (1950 – 1550 cm-1) 
vibrasi ulur dari gugus karbonil dapat dikarakterisasi seperti keton, aldehid 
asam, semuanya mempunyai puncak pada 1700 cm-1. Ester, halida–halida 
asam, anhidrida–anhidrida asam mengabsorbsi pada 1770–1725 cm-1. 
konjugasi menyebabkan puncak absorbsi menjadi lebih rendah sampai 1700 
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cm-1. puncak yang disebabkan oleh vibrasi ulur dari –C=C- dan C=N terletak 
pada 1690–1600 cm-1. Cincin aromatik menunjukkan puncak dalam daerah 
1650–1450 cm-1, yang dengan derajad substitusi rendah menunjukkan puncak 
pada 1600, 1580, 1500, dan 1450 cm-1. 
c.   daerah sidik jari terletak pada 1500 – 1700 cm-1 
Dimana sedikit saja perbedaan dalam struktur dan susunan molekul, akan 
menyebabkan distribusi puncak absorbsi berubah. Dalam daerah ini untuk 
memastikan senyawa organik adalah dengan cara membandingkan dengan 
pembandingnya. Pita absorbsi dalam daerah ini disebabkan karena bermacam-
macam interaksi, sehingga tidak mungkin ia dapat mengintepretasikan dengan 
tepat, walaupun kadang–kadang puncak yang kompleks ini dapat bermanfaat 
untuk identifikasi seperti C-O-C dalam eter dan ester yang mengabsorbsi pada 
1200 cm-1, C-Cl pada 700 – 800 cm-1, SO42-, PO43-, NO3-, CO32- menunjukkan 
absorbsi kuat di bawah 1200 cm-1.   
 
11. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) ialah metode pemisahan fisikokimia. 
Lapisan yang memisahkan (Fase diam) ditempatkan pada penyangga yang berupa 
plat gelas, logam atau lapisan yang cocok. Campuran yang akan dipisah, berupa 
larutan, ditotolkan berupa bercak atau pita (awal). Plat atau lapisan diletakkan di 
dalam bejana tertutup rapat berisi larutan pengembang yang cocok (fase gerak). 
Pemisahan terjadi selama perambatan kapiler (pengembangan). Selanjutnya 
senyawa yang tidak berwarna harus ditampakkan (dideteksi) (Egon dan Stahl, 
1985 dalam Agustina, 2005). 
 Pada KLT pemisahan yang terjadi berlangsung secara adsorbsi. Fase diam 
atau penyerap yang biasa digunakan sebagai pelapis plat adalah silica gel (SiO2), 
selulosa, alumina (Al2O3) dan kieselgur (tanah diatome). Kebanyakan penyerap 
yag digunakan adalah silica gel, dimana telah tersedia plat yang siap pakai 
(Padmawinata, K., 1988). 
 Pelarut sebagai fasa gerak atau eluen merupakan faktor yang menentukan 
gerakan komponen-komponen dalam campuran. Pemilihan pelarut tergantung 
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pada sifat kelarutan komponen tersebut terhadap pelarut yang digunakan. 
Kekuatan elusi deret-deret pelarut untuk senyawa dalam KLT dengan 
menggunakan silica gel akan turun dengan urutan sebagai berikut: air murni > 
metanol > etanol > propanal > aseton > etil asetat > kloroform > metal klorida > 
benzena > toluena > trikloroetilena > tetraklorida > sikloheksana > heksana. Fase 
gerak ynag lebih polar digunakan untuk mengelusi senyawa-senyawa yang 
adsorbsinya kuat, sedangkan fase gerak yang kurang polar digunakan untuk 
mengelusi senyawa yang adsorbsinya lemah (Sastrohamidjojo, 1991). 
 Kromatogram pada KLT merupakan noda-noda yang terpisah visualisasi 
dengan cara fisika atau kimia. Visualisasi secara fisika yaitu dengan melihat noda 
kromatogram yang mengabsorpsi radiasi ultraviolet atau berfluorosensi dengan 
radiasi ultraviolet pada panjang gelombang 254 nm dan 365 nm. 
 Visualisasi dengan cara kimia adalah dengan mereaksikan kromatogram 
dengan pereaksi warna yang memberikan warna atau fluorosensi yang spesifik. 
Visualisasi cara kimia ini dilakukan dengan cara penyemprotan dengan atomizer 
atau memberikan uap zat kimia pada kromatogram atau dengan cara pencelupan 
ke dalam pereaksi penampak warna (Mulya dan Suharman, 1995). 
 Analisis satu senyawa dalam KLT biasanya dilakukan dengan 
membandingkan kromatogram yang dihasilkan dengan kromatogram senyawa 
standarnya. Pengamatan biasanya dilakukan berdasarkan pada kedudukan dari 
noda relatif terhadap batas pelarut yang dikenal sebagai harga Rf (Retardation 
factor) (Cahya, 2003). Gambar kromatogram KLT dapat dilihat pada gambar 2. 
Harga Rf dinyatakan sebagai berikut (Sastrohamidjojo, 2002): 
 
p
s
f R
R
R = ………….……………………………………………….……....…(10) 
 
Dimana : 
Rf  = Retardation factor  
Rs  = jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik awal 
Rp = jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik awa 
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Gambar 2. Kromatogram KLT  
 
B. Kerangka Pemikiran 
Media sangat berperan dalam sintesis biosurfaktan karena media 
merupakan tempat tumbuh bakteri yang digunakan untuk biotransformasi sumber 
karbon menjadi biosurfaktan. Biosurfaktan dapat diproduksi dari minyak nabati 
sebagai sumber karbon tambahan. Minyak yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah minyak kedelai karena minyak kedelai memiliki kandungan asam lemak 
tidak jenuh yang cukup besar.  Dari beberapa penelitian yang ada, biosurfaktan 
yang diperoleh dari sumber karbon tambahan yang kandungan asam lemak tidak 
jenuhnya cukup tinggi sebagian besar akan menghasilkan suatu hidroksi asam 
lemak.  Penelitian yang lain telah berhasil mengubah  asam linoleat menjadi asam 
12,13,17-trihidroksi-8(E)-oktadekanoat.  
Perubahan substrat dalam media sering mengkibatkan perubahan struktur 
biosurfaktan yang diproduksi dan karakternya. Ada lima jenis biosurfaktan 
berdasar gugus hidrofiliknya, salah satunya adalah turunan asam lemak. 
Biosurfaktan ini disintesis dari minyak yang memiliki kandungan asam lemak 
tidak jenuh yang cukup tinggi. Penelitian sebelumnya telah dilakukan sintesis 
biosurfaktan menggunakan minyak zaitun sebagai sumber karbon tambahan dan 
dihasilkan suatu didroksi asam lemak. Penelitian ini diharapkan juga 
menghasilkan suatu hidroksi asam lemak sehingga mempunyai karakter yang 
sama dengan biosurfaktan yang dihasilkan dari minyak zaitun. Karakter ini 
meliputi konsentrasi kritis misel dan tegangan permukaan. Sistem emulsi yang 
terbentuk dapat diketahui dengan harga DHL sebelum dan setelah  penambahan 
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elektrolit ke dalam emulsi yang terbentuk. Sistem emulsi yang terbentuk 
mempunyai dua kemungkinan, yaitu o/w atau w/o. 
 
C. Hipotesis 
1. Minyak kedelai dapat berfungsi sebagai sumber karbon tambahan dalam 
sintesis biosurfaktan.  
2. Biosurfaktan yang dihasilkan mempunyai konsentrasi kritis misel  200-500 
mg/L, tegangan permukaan 20-30 mN/m dan mempunyai sistem emulsi o/w 
atau w/o. 
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Metode Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimental. Minyak kedalai 
diperoleh dari toko Hypermart, Solo dengan merk dagang Sun Beam yang dipilih 
secara random. Minyak kedelai difermentasikan dengan P. aeruginosa sehingga 
dihasilkan suatu biosurfaktan. Sebagai kontrol digunakan media fermentasi tanpa 
menggunakan minyak kedelai. Untuk menghasilkan biosurfaktan secara optimal 
dilakukan optimasi kondisi dengan variabel konsentrasi minyak kedelai dalam 
media fermentasi (% v/v) dan lama fermentasi dengan parameter kepadatan sel, 
tegangan permukaan dan indeks emulsi. Biosurfaktan hasil proses recovery 
selanjutnya dilakukan analisa dengan FT-IR untuk mengetahui gugus-gugus 
fungsi biosurfaktan dan KLT untuk mengetahui jumlah komponen dalam 
biosurfaktan, serta dikarakterisasi meliputi sistem emulsi, harga KKM, tegangan 
permukaan dan uji aktivitas sebagai emulsifier.   
 
B. Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan Februari 2005 sampai Juni 2006 di Sub 
Laboratorium Biologi Pusat UNS untuk produksi dan proses recovery. 
Karakterisasi biosurfaktan dilakukan di Laboratorium Kimia Dasar FMIPA UNS. 
Analisa dengan KLT dilakukan di Sub laboratorium Kimia Pusat dan analisa FT-
IR dan GC-MS dilakukan di Laboratorium Kimia Organik FMIPA UGM. 
 
C. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat yang dipergunakan adalah : 
a. Autoclave, Ogawa Seiki Co, LTD OSK 6500 
b. Sentrifuge, Sorvall Super T21  
c. Vortex Mixer, Gemmy Industrial, Corp. 
d. Neraca analitis, Mettler Toledo AT400 
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e. Peralatan gelas, Pyrek 
f. Spektrofotometer UV-Vis, Shimadzu UV-160 1PC 
g. Seperangkat alat metode kenaikan kapiler 
h. Seperangkat alat pengukuran indeks emulsifier 
i. Shaker, IKA Labortechnik. 
j. Rotary Evaporator, Bibby RE100 
k. Konduktivitimeter, CE jenway 4071 
l. GC-MS, Shimadzu QP 5000 
m. FT – IR, 8201 PC 
o.   Lampu UV254/365, Cole-parmer 9815 
 
 
2. Bahan 
Bahan-bahan yang diperlukan adalah : 
a. Minyak kedelai, SumBeam 
b. Nutrient agar, E. Merck 
c. Nutrient Broth, E. Merck 
d. NaCl, E. Merck 
e. Glukosa, E. Merck 
f. N-heksana, p.a E. Merck 
g. Kloroform, p.a E. Merck 
h. Etil asetat, p.a E. Merck 
i. Butanol, p.a E. Merck 
j. Inokulum P. aeruginosa diperoleh dari PAU UGM FNCC. 063 
k. Minyak kelapa sawit, Bimoli 
l. Minyak tanah 
m. Toluen, p.a E. Merck 
n. Benzena, p.a E. Merck 
o. Aquades 
p. Plat silika gel GF 254 
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D. Prosedur Penelitian 
1. Sintesis biosurfaktan dan optimasi kondisi 
a. Pemeliharaan biakan 
    P. aeruginosa disimpan dalam lemari pendingin (4oC) sebagai biakan stok 
(stock culture) pada media NA (Nutrient agar). 
b. Penyiapan Inokulum (pre-culture) 
    P. aeruginosa ditumbuhkan dalam media cair dengan komposisi 8 g/liter 
nutrient broth dan 5,0 g/liter NaCl dan pada suhu kamar dengan kecepatan 150 
rpm selama 12 jam kemudian dipindah ke 25 ml media dan dibiarkan selama 12 
jam kemudian dipindahkan ke 100 ml media fermentasi. 
d. Kurva Pertumbuhan Bakteri 
Bakteri yang telah ditumbuhkan di dalam media inokulum dilakukan 
pengukuran kepadatan sel dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 
λ 400nm setiap jam selama 8 jam selanjutnya setiap 3 jam. 
e. Optimasi kondisi 
    Untuk optimasi hasil dilakukan sintesis biosurfaktan dengan : 
1) Variasi minyak nabati dalam media fermentasi, yaitu 0%, 5%, 10% dan 
20% 
2) Variasi lama fermentasi, yaitu akan dilakukan pengamatan tiap  hari dari 
0-12 hari 
3) Setiap sampel diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis 
dan tegangan permukaan serta indeks emulsi. 
(i)   Kepadatan sel  
 sampel (media fermentasi) diukur kepadatan sel dengan 
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 400 nm. 
(ii)  Tegangan permukaan 
 pipa kapiler dimasukkan ke dalam media fermentasi dan diukur 
kenaikan larutan dalam pipa kapiler 
(iii) Indeks emulsi 
 media fermentasi diambil 1mL ditambah dengan minyak sawit 1 mL 
lalu divortex selama 2 menit. Emulsi dibiarkan selama 24 jam. 
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Tinggi emulsi yang masih tersisa dibagi tinggi total larutan 
merupakan indeks emulsi. 
 
 
2. Recovery biosurfaktan 
a. sentrifugasi 
   Pada tahap ini, biosurfaktan dipisahkan dari mikroorganisme dengan cara 
disentrigugasi pada kecepatan 12500 rpm selama 20 menit pada suhu 27 oC. 
Supernatan yang diperoleh kemudian diekstraksi. 
b. ekstraksi 
Supernatan yang diperoleh dari proses sentrifugasi diekstraksi dengan 
menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran yang semakin meningkat. 
Pelarut yang digunakan dengan urutan sebagai berikut n-heksana, kloroform, 
etil asetat, butanol. Perbandingan pelarut dengan media fermentasi adalah 1 : 1 
dengan dua kali ekstraksi dan digojok selama 10 menit. Untuk pertama kali 
media fermentasi digojok dengan pelarut n-heksana. Fase heksana (atas) diambil 
dan fase air (bawah) digojok kembali dengan kloroform. Fase klorofrom 
(bawah) diambil dan fase air (atas) digojok kembai dengan etil asetat. Fase etil 
asetat (atas) diambil dan fase air (bawah) digojok kembali dengan butanol. Hasil 
ekstrak yang diperoleh dari masing-masing fase (kecuali fase air)  ditambah 25 g 
Na2SO4 dan dibiarkan semalam. Kemudian larutan yang diperoleh didekantir 
dan selanjutnya dievaporasi dengan suhu sesuai titik didih pelarutnya dengan 
menggunakan rotary evaporator. Setiap sampel yang diperoleh dari masing-
masing pelarut dicek dengan mengukur penurunan tegangan permukaan air dan 
indeks emulsi yang dapat terbentuk antara air dan minyak sawit.  
(i) tegangan permukaan air 
       Satu gram dari masing-masing hasil ekstrak ditambahkan ke dalam 10 ml   
aquades dan diaduk sebentar. Pipa kapiler dimasukkan ke dalam larutan dan 
diukur kenaikan larutan dalam pipa kapiler, untuk selanjutnya dimasukkan ke 
dalam persamaan 1. 
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  (ii) Indeks emulsi 
      Indeks emulsi dibuat dengan menambahkan 0,1 g masing-masing-masing 
hasil ekstrak  ke dalam 0,5 mL aquades dan 0,5 mL minyak sawit. 
Campuran divortex selama 2 menit, emulsi dibiarkan selama 24 jam dan 
dihitung tinggi emulsi yang masih terbentuk dibagi tinggi total, hasilnya 
sebagai indeks emulsi 
 Sampel dengan indeks emulsi terbesar dan mempunyai kemampuan 
menurunkan tegangan muka terbesar dianalisa  dengan KLT dan FT-IR, 
kemudian selanjutnya dikarakterisasi. 
 
3. Identifikasi minyak kedelai dan biosurfaktan 
a. Analisa minyak kedelai GC-MS 
        Minyak kedelai ditambah dengan larutan BF3-CH3OH dengan perbandingan 
1:3. kemudian larutan diinkubasi pada suhu antara 40 – 50 oC selama 1 jam. 
Setelah larutan didinginkan hingga mencapai suhu kamar, larutan ditambah 
heksana dan disentrifugasi. Fase heksana diambil dan diijeksikan ke alat 
GC-MS. 
 b.  Analisa dengan menggunakan FT-IR 
      (i) Minyak kedelai dioleskan pada preparat dan diukur transmisinya  pada   
bilangan gelombang 4000 sampai 500 cm-1. 
      (ii) Biosurfaktan hasil recovery ditambah dengan nujol mull dan dioleskan 
pada preparat kemudian dianalisa dengan FT-IR untuk megetahui gugus-
gugus fungsi yang ada dalam biosurfaktan. 
c.  Analisa dengan KLT 
   Biosurfaktan (0,1 gram) dilarutkan ke dalam  10 mL kloroform kemudian 
ditotolkan pada plat silika gel. Sebelumnya larutan pengembang dibiarkan 
jenuh dengan cara memasukkan kertas saring ke dalam bejana KLT sampai 
pelarut naik ke dalam kertas saring tersebut. Plat yang sudah ditotol sampel 
dimasukkan ke dalam bejana sampai larutan pengembang mencapai batas 
atas. Plat tersebut setelah kering diletakkan di bawah sinar UV dengan 
panjang gelombang 254 dan 365 nm untuk melihat noda yang terbentuk dan 
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dihitung nilai Rfnya. Dalam percobaan ini digunakan beberapa larutan 
pengembang  yaitu heksana, diklorometan, campuran methanol dan 
diklorometan dengan perbandingan 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:8 (v/v), dan 
methanol untuk memperoleh noda atau spot yang paling baik. 
 
4. Karakterisasi biosurfaktan 
a. Sistem emulsi 
    Biosurfaktan ditambahkan ke dalam air dan minyak sawit  sampai terbentuk 
suatu emulsi. Dalam penelitian digunakan air dan minyak dengan volume yang 
sama yaitu 1ml dan 0,1 gram biosurfaktan. Emulsi dibuat dengan cara 
memvortex campuran selama 2 menit. Sistem emulsi biosurfaktan diketahui 
dengan penambahan suatu zat  elektrolit sebanyak 1% (b/b) dari formulasi 
emulsi dan diukur daya hantar lisriknya sebelum dan sesudah penambahan. 
b. Penentuan kosentrasi kritis misel 
Konsentrasi kritis misel ditentukan dengan pengukuran tegangan muka 
terhadap biosurfaktan dengan konsentrasi 10, 25, 100, 400, 1000, 2500, 5000, 
dan 10000 mg/L. Grafik tegangan muka vs akar konsentrasi larutan dibuat 
untuk mengetahui perubahan tegangan muka yang mendadak yang merupakan 
konsentrasi kritis misel. 
c. Penentuan penurunan  tegangan permukaan beberapa hidrokarbon  
Penentuan tegangan permukaan dilakukan dengan metode kenaikan kapiler 
dengan variasi berbagai hidrokarbon yaitu minyak sawit, premium, benzena dan 
toluena. Biosurfaktan ditambahkan ke dalam hidrokarbon sesuai dengan harga 
KKM di air kemudian pipa kapiler dimasukkan dan diukur kenaikan larutan 
dalam pipa kapiler. 
d. Pengukuran indeks emulsi dan stabilitas emulsi antara air dan hidrokarbon 
Indeks emulsi didapat dari melarutkan biosurfaktan ke dalam air (5 ml) 
mendekati harga KKMnya yaitu 800 mgram/L dan ditambahkan hidrokarbon 
sesuai dengan volume air (5 ml). Larutan divortex dan dibiarkan selama 24 jam 
dan dihitung indeks emulsi dengan membagi tinggi emulsi dengan tinggi total. 
Kestabilan emulsi dapat diketahui dengan membiarkan emulsi selama 7 hari 
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dan setiap hari diukur tinggi emulsi yang masih terbentuk lalu dibagi dengan 
tinggi total. 
 
Bagan alir cara kerja selengkapnya terdapat dalam lampiran 1. 
 
E. Teknik Pengumpulan Data 
Dari hasil eksperimen diperoleh data kuantitatif dan data kualitatif. Data 
kuantitatif digunakan untuk menentukan kurva pertumbuhan dengan 
spektrofotometer UV-Vis, optimasi kondisi yang meliputi kepadatan sel, tegangan 
permukaan dan indeks emulsi serta  karakter biosurfaktan yang meliputi sietem 
emulsi, harga KKM, dan ujikativitas sebagai emulsifier. Data kualitatif digunakan 
untuk menganalisa komposisi minyak kedelai dan gugus-gugus fungsional dari 
biosurfaktan yang dihasilkan. 
Untuk mengetahui optimasi kondisi diperlukan variasi konsentrasi minyak 
kedelai dan lama fermentasi dengan parameter kapadatan sel, tegangan 
permukaan dan indeks emulsi. Kapadatan sel ditentukan dengan absorbansi pada 
spektrofotometer UV-Vis. Tegangan permukaan diperoleh dengan mengukur 
kenaikan larutan pada pipa kapiler dan selanjutnya dimasukkan dalam persamaan 
4. Indeks emulsi diperoleh dengan membandingkan tinggi emulsi dan tinggi total 
larutan. Sistem emulsi diperoleh dengan mengukur DHL pada emulsi yang 
terbentuk sebelum dan sesudah penambahan NaCl. Harga KKM diperoleh dengan 
mengukur tegangan permukan dengan memvariasi konsentrasi biosurfaktan. Uji 
aktivitas emulsifier dilakukan dengan pengukuran tegangan permukaan pada 
hidrokarbon sebelum dan sesudah penambahan biosurfaktan serta pengukuran 
emulsi yang dapat terbentuk antara air dan hidrokarbon tanpa dan dengan 
penambahan biosurfaktan selama 7 hari. 
 
F. Analisis Data 
 Analisa dengan GC diperoleh kromatogram yang menyatakan waktu 
retensi dan kelimpahan relatif komponen-komponen yang terdapat dalam minyak 
kedelai. Komponen yang telah dipisahkan dengan GC, dianalisa dengan MS 
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sehingga dihasilkan kurva harga massa/muatan (m/e) terhadap kelimpahan relatif. 
Untuk mengetahui senyawa yang ada dalam minyak kedelai, spektra yang ada  
dicocokkan dengan spektra yang ada pada library alat. 
 Kondisi optimal sintesis biosurfaktan ini ditentukan dengan penurunan 
tegangan permukaan dan indeks emulsi terbesar dari masing-masing variabel yang 
digunakan. Kondisi optimum dari sintesis ini juga didukung dengan analisis 
statistik uji Duncan, yaitu terlebih dahulu memeriksa apakah variansi  dari 
masing-masing factor (konsentrasi dan hari) homogen atau tidak. Bila, variasi 
konsentrasi dan variasi hari homogen, maka dilakukan analisis variansi untuk 
memperoleh konsentrasi dan hari yang paling optimal. 
 Analisa biosurfaktan dilakukan dengan identtifikasi dengan FT-IR dan 
KLT. Identifikasi dengan FT-IR akan diperoleh puncak-puncak (%T vs bilangan 
gelombag) yang spesifik dari masing-masing gugus fungsi. Spektra yang 
diperoleh dibandingkan dengan spektra minyak kedelai untuk mengetahui 
perubahan gugus yang terjadi.    
 Jumlah komponen dari biosurfaktan ditentukan dengan menghitung noda 
yang terbentuk pada plat KLT. Harga Rf diperoleh dengan menghitung jarak noda 
dengan jarak eluen.  
 Karakterisasi biosurfaktan meliputi: 
1. Sistem emulsi 
 Sistem emulsi o/w ditentukan dengan harga DHL pada sistem emulsi yang 
terbentuk sebelum dan setelah penambahan NaCl. Apabila terjadi kenaikan DHL, 
sistem emulsi yang terjadi adalah o/w dan bila terjadi penurunan DHL, sistem 
emulsi yang terjadi adalah w/o. 
2. KKM 
 KKM diperoleh dengan membuat kurva antara tegangan permukaan vs 
akar konsentrasi biosurfaktan. Harga KKM diperoleh saat terjadi perubahan 
mendadak pada tegangan permukaan, yaitu dengan  perpotongan  dua garis linear 
dan akan didapatkan titik potongnya sebagai harga KKM. 
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3. Tegangan permukaan 
 Tegangan permukaan diperoleh dengan memplotkan harga KKM yang 
diperoleh dengan tegangan permukaan. 
4. Uji aktivitas emulsifier  
 Uji aktivitas emulsifier digunakan beberapa hidrokarbon, yaitu benzene, 
toluene, minyak sawit, dan premium. Uji aktivitas emulsifier dilakukan dengan 
menghitung penurunan tegangan permukaan hidrokarbon sebelum dan sesudah 
penambahan biosurfaktan. Stabilitas emulsi diperoleh dengan mengukur emulsi 
yang masih tersisa selama 7 hari. 
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BAB IV 
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 
 
1. Analisa minyak kedelai 
Penelitian ini digunakan sumber karbon tambahan berupa minyak kedelai. 
Minyak kedelai yang digunakan adalah minyak kedelai buatan pabrik. Komposisi 
minyak kedelai yang tertera pada label ditunjukkan pada Tabel 6. 
 
Tabel 6. Komposisi minyak kedelai yang digunakan 
Komposisi (total fat 100 g minyak kedelai) 
Polyunsaturated 
Monounsaturated 
Saturated  
61,4 g 
24,3 g 
14,3 g 
 
Minyak kedelai yang digunakan dianalisis dengan GC-MS untuk 
mengetahui kandungan sebenarnya.Dari tabel 7 dapat dilihat jelas bahwa minyak 
kedelai yang digunakan mengandung asam lemak tidak jenuh yang cukup tinggi, 
yaitu 80% lebih dari total lemak yang ada. Gambar 3 adalah gambar kromatogram 
GC minyak kedelai yang digunakan dan datanya dapat dilihat pada lampiran 2.a. 
 
waktu retensi 
 
Gambar 3. Kromatogram GC minyak kedelai yang digunakan dalam produksi 
biosurfaktan. 
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Dari hasil GC tersebut kemudian dilanjutkan dengan analisa dengan 
menggunakan MS dan dapat diketahui senyawa yang terdapat dalam minyak 
kedelai yang digunakan seperti pada tabel 7.  Spektra MS dan pola fragmnetasinya 
disajikan pada lampiran 2.b. 
 
Tabel 7. Komposisi minyak kedelai yang digunakan dalam sintesis biosurfaktan 
berdasar analisa dengan menggunakan GC-MS. 
 Waktu retensi Senyawa Kelimpahan 
17,926 Asam palmitat 18 % Asam lemak 
jenuh 19,874 Asam stearat 3,7 % 
19,549 Asam linoleat 47,54 % Asam lemak 
tidak jenuh 19,606 Asam oleat 30,76 % 
 
Dari hasil analisa minyak kedelai yang digunakan dengan GC-MS dapat 
diketahui bahwa minyak kedelai yang digunakan mempunyai kandungan yang 
hampir sama seperti yang tertera dalam label dan sesuai dengan kandungan 
minyak kedelai dalam literatur yaitu mempunyai kandungan asam lemak tidak 
jenuh sebesar 65-90% (Ketaren, 1986). Hal ini membuktikan bahwa minyak 
kedelai yang digunakan mempunyai kandungan asam lemak tidak jenuh yang 
tinggi sehingga dapat digunakan sebagai sumber karbon pada produksi 
biosurfaktan.  
 
2. Kurva Pertumbuhan Bakteri 
 Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah P. aeruginosa. Setiap 
bakteri memerlukan waktu tumbuh yang berbeda-beda. Kurva pertumbuhan 
dibuat untuk menentukan waktu optimum yang digunakan untuk memindahkan 
bakteri dari media inokulum ke media fermentasi sehingga bakteri tumbuh dengan 
optimal. Kurva pertumbuhan dibuat dengan cara mengukur kepadatan sel (Optical 
density (OD)) media inokulum yaitu nutrient broth, NaCl, dan aquades setiap jam 
selama 8 jam dan kemudian setiap 6 jam selama 48 jam dengan menggunakan 
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spekrofotometer UV-Vis pada λ 400 nm yang merupakan panjang gelombang 
maksimum dari media inokulum tersebut. Kurva pertumbuhan P. aeruginosa 
dapat dilihat pada gambar 4 dan data dapat dilihat pada lampiran 3. 
 Bakteri mempunyai media yang spesifik untuk tumbuh. Dalam media 
tersebut bakteri akan mengalami tahap kehidupan mulai dari pertumbuhan hingga 
sampai pada kematian. Dalam tahap fermentasi, usia inokulum yang tepat untuk 
diinokulasikan pada medium produksi sangat berpengaruh terhadap metabolit 
yang diinginkan karena mikroorganisme memiliki tahap pertumbuhan tertentu. 
Kurva pertumbuhan bakteri ini terdiri dari empat fase yaitu tahap ancang-ancang, 
tahap eksponensial, tahap stasioner dan tahap kematian. 
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Gambar 4. Kurva pertumbuhan bakteri P. aeruginosa dalam media fermentasi 
  
 Pada kurva pertumbuhan (gambar 4) dapat dilihat bahwa fase ancang-
ancang yaitu fase yang merupakan waktu yang dibutuhkan mikroorganisme untuk 
menyesuaikan diri dengan media yang ada sehingga penambahan jumlah sel tidak 
tampak terjadi saat 1 jam pertama pemindahan kultur dalam media. Fase 
logaritma terjadi pada saat usia inokulum antara 2-12 jam, dimana pada fase ini 
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mikroorganisme membagi diri dengan kecepatan konstan dan metabolisme yang 
cepat. Fase stasioner teramati pada waktu 13-30 jam, dimana pada fase ini terjadi 
kecepatan pertumbuhan yang konstan. Pada pengamatan di atas 30 jam 
menunjukkan fase kematian dimana mikroorganisme tidak dapat tumbuh lagi bila 
dipindahkan ke media lain yang baru. Pada penelitian ini usia inokulum yang 
dipilih untuk menginokulasikan P. aeruginosa dalam media fermentasi adalah 12 
jam sebab merupakan usia pertumbuhan yang optimal. 
  
3. Penentuan kondisi optimum dalam sintesis biosurfaktan 
Sintesis biosurfaktan dilakukan dengan waktu inokulasi ke media 
fermentasi selama waktu optimum pertumbuhannya, yaitu 12 jam. Dalam proses 
produksi biosurfaktan diperlukan kondisi tertentu untuk memperoleh biosurfaktan 
secara maksimal atau yang mempunyai karakteristik paling baik. Untuk itu 
diperlukan variasi kondisi dalam memproduksinya. Dalam penelitian digunakan 
variasi minyak kedelai dalam media fermentasi yaitu 0%, 5%, 10% dan 20% (v/v)  
yang juga bertujuan untuk megetahui pengaruh penambahan sumber karbon 
tambahan ke dalam produksi biosurfaktan serta variasi lama fermentasi yaitu 
pengamatan dilakukan pada hari ke 0 sampai hari ke 12.  
 Setiap hari dilakukan pengukuran tegangan muka, indeks emulsi (E24), 
dan absorbansi. Kondisi optimal ditunjukkan dengan penurunan tegangan muka 
dan indeks emulsi yang paling besar.  Kondisi optimal ni selanjutnya digunakan 
dalam produksi biosurfaktan dalam skala yang lebih besar. 
 
a. Kepadatan sel  
 Kepadatan sel diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis 
pada panjang gelombang 400 nm yang didapat dari panjang gelombang 
maksimum media cair yang digunakan yaitu Nutrient Broth ditambah NaCl yang 
dilarutkan dalam aquades. Data kepadatan sel yang diperoleh selama fermentasi 
dapat dilihat pada lampiran 4. Gambar 5 adalah kurva absorbansi media selama 12 
hari fermentasi.  
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Gambar 5. Grafik kepadatan sel media fermentasi pada optimasi kondisi 
 
Kepadatan sel larutan diukur setiap hari dengan menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis. Kepadatan sel menunjukkan bahwa bakteri dapat 
tumbuh dalam media fermentasi. Pertumbuhan bakteri ditunjukkan dengan 
meningkatnya absorbansi, terutama pada hari pertama fermentasi.  Kepadatan sel 
media fermentasi tanpa minyak kedelai sebagai sumber karbon tambahan terlihat 
lebih rendah dibandingkan dengan media fermentasi dengan penambahan minyak 
kedelai. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri yang berkembang dalam media 
tersebut lebih sedikit dibanding dengan media fermentasi dengan tambahan 
minyak kedelai sebagai sumber karbon tambahan. Pada hari ke enam, kepadatan 
sel media tanpa minyak sangat rendah dibanding media fermentasi dengan 
penambahan minyak kedelai. Hal ini dapat terjadi karena minyak kedelai 
menyediakan nutrisi tambahan bagi bakteri untuk dapat tumbuh lebih lanjut. 
 
b. Tegangan permukaan 
 Tegangan permukaan diperoleh dengan metode kenaikan kapiler. 
Kenaikan pipa kapiler yang diperoleh kemudian dimasukkan ke dalam  persamaan 
4, dan hasil perhitungan dilampirkan pada lampiran 5. Dari hasil perhitungan pada 
Keterangan : 
NB           : NB tanpa minyak 
NBK5%   : NB + minyak 5% 
NBK10% : NB + minyak 10% 
NBK20% : NB + minyak 20% 
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lampiran 5 dibuat grafik antara γ dengan lamanya fermentasi seperti yang 
ditunjukkan pada gambar 6. 
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Gambar 6. Grafik tegangan permukaan media fermentasi pada optimasi kondisi 
 
Surfaktan bekerja untuk menurunkan tegangan permukaan maupun antar 
muka suatu larutan karena zat terlarut atau surfaktan akan terakumulasi di 
permukaan sehingga menurunkan tegangan permukaanya dengan menurunkan 
energi bebas. Oleh karena itu pada optimasi produksi biosurfaktan dipilih kondisi 
dimana tegangan permukaan larutan yang paling rendah. 
Berdasarkan gambar 7 dapat dilihat bahwa tegangan muka untuk 
konsentrasi minyak kedelai 10% pada hari ke 6 dan 7 mempunyai tegangan muka 
terendah. Hal ini juga dibuktikan dengan uji statistik Duncan yang disajikan pada 
lampiran 5 yang menunjukkan bahwa pada konsentrasi minyak kedelai 10% 
mempunyai rata-rata tegangan muka paling rendah meskipun faktor harinya tidak 
dapat ditentukan.  
 
Keterangan : 
NB1          : NB  tanpa minyak 
NBK5%    : NB + minyak 5% 
NBK10%  : NB + minyak 10% 
NBK20%  : NB + minyak 20% 
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c. Indeks emulsi (E24) 
 Dua zat yang tidak saling larut dapat melarut dengan bantuan adanya 
surfaktan sehingga terbentuk emulsi. Surfaktan bersama dengan air dan hidro 
karbon akan membentuk missel dimana gugus hidrofobik surfaktan akan berikatan 
dengan minyak dan gugus hidrofilik surfaktan akan berikatan air. Sifat  surfaktan 
yang paling baik didapatkan pada kondisi dengan harga indeks emulsi paling 
besar yang berarti mempunyai kestabilan emulsi yang paling besar. Pada 
penelitian ini digunakan minyak kelapa sawit sebagai hidro karbon dan air sebagai 
pelarut media fermentasi sebagai larutan polarnya.  
Indeks emulsi yang terbentuk selama variasi lama fermentasi tercantum 
pada lampiran 6. Dari tabel tersebut dibuat grafik antara indeks emulsi dengan 
variasi lama fermentasi sehingga diperoleh gambar 7. 
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 Gambar 7. Grafik indeks emulsi media fermentasi pada optimasi kondisi 
  
Berdasarkan gambar 7 dapat diketahui bahwa indeks emulsi terbesar 
diperoleh pada konsentrasi minyak kedelai 10% pada hari ke 5 dan 6 serta 
konsentrasi minyak kedelai 20% pada hari ke 9 dan 10. Dari uji statistik Duncan 
yang disajikan pada lampiran 6 menunjukkan bahwa konsentrasi minyak kedelai 
Keterangan : 
NB            : NB + tanpa minyak 
NBK5%    : NB + minyak 5% 
NBK10%  : NB + minyak 10% 
NBK20%  : NB + minyak 20% 
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10% menunjukkan rata-rata indeks emulsi terbesar, meskipun faktor hari juga 
tidak dapat ditentukan. 
 Pada produksi biosurfaktan selanjutnya dipilih konsentrasi minyak kedelai 
10% (v/v) karena menunjukkan kondisi yang paling optimal baik dilihat dari 
indeks emulsi maupun tegangan muka. Lama fermentasi optimum tidak dapat 
ditentukan secara statistik, namun secara manual dapat dilihat pada hari ke enam 
menunjukkan karakteristik biosurfaktan yang terbaik. Jadi, proses sintesis 
selanjutnya dipilih konsentasi minyak kedelai 10% (v/v) dan lama fermentasi 6 
hari.  
 
4. Recovery Biosurfaktan 
Media fermentasi yang diperoleh terlebih dahulu disentrifugasi dengan 
kecepatan 12500 rpm selama 15 menit untuk memisahkan bakteri dan 
biosurfaktan yang diperoleh. Supernatan yang diperoleh berupa larutan jernih, 
sedangkan persipitasi yang terbentuk merupakan bakteri. Berdasarkan 
Biosurfactant- a Review (Ghazali dan Ahmad, 1997), biosurfaktan yang diperoleh 
dari bakteri Pseudomonas aeruginosa bersifat ekstraseluler, artinya biosurfaktan 
tidak terdapat dalam tubuh mikroorganisme yang digunakan. 
 Recovery dilakukan dengan mengekstrak supernatan yang diperoleh 
dengan beberapa pelarut dengan tingkat kepolaran yang semakin besar. Kepolaran 
pelarut dicerminkan oleh konstanta dielektrikumnya, semakin besar konstanta 
dielektrikumnya semakin besar pula tingkat kepolaran pelarut. Penggunaan 
pelarut ini disebabkan karena kita belum mengetahui secara pasti tingkat 
kepolaran biosurfaktan yang diproduksi. Dengan kepolaran pelarut yang semakin 
meningkat ini didapatkan biosurfaktan yang terakumulasi  pada salah satu pelarut. 
Hal ini ditandai dengan karakteristik paling baik dari hasil ekstrak masing–masing 
pelarut sebagai biosurfaktan pada konsentrasi yang sama, yaitu  indeks emulsi 
(E24) yang paling besar dan penurunan tegangan permukaan air yang paling besar 
pula. Penurunan tegangan permukaan air dan indeks emulsi yang terjadi dapat 
diliat pada tabel 8 dan data pendukungnya dapat dilihat pada lampiran 7.  
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Tabel 8. Tegangan permukaan dan E24 hasil ekstraksi beberapa pelarut yang    
digunakan beserta konstanta dielektrikum dari masing-masing pelarut 
Jenis 
pelarut 
Konstanta 
Dielektrikum 
pelarut 
Tegangan 
permukaan air + 
ekstrak   (N/m) 
E24 
(%) 
Massa hasil 
ekstrak (g) 
Bentuk  
n-Heksana 1,9 0,0667 53 5,6 Cairan kuning kental 
Kloroform 4,8 0,0489 93 2,4 Serbuk berwarna coklat 
Etil asetat 6,0 0,0901 65 3,2 Serbuk berwarna kuning 
kecoklatan 
Butanol 17,51 0,0834 13 0,48 Serbuk berwarna coklat 
pekat 
air 78,39 0,095 54 0,68 Serbuk berwarna putih 
kekuningan 
 
Dari Tabel 8 dapat diketahui bahwa biosurfaktan lebih banyak 
terakumulasi pada kloroform daripada dalam pelarut lain yang ditunjukkan 
dengan indeks emulsi terbesar dan penurunan tegangan permukaan terbesar. Hal 
ini berarti biosurfaktan yang diproduksi mempunyai tingkat kepolaran yang relatif 
sama dengan kloroform yaitu bersifat semipolar. Selanjutnya biosurfaktan yang 
terekstrak dalam kloroform disebut BioSklorK. 
 BioSklorK dianalisa dengan KLT untuk mengetahui jumlah senyawa yang 
terdapat di dalamnya dan gugus-gugus fungsi yang ada dalam biosurfaktan 
menggunakan FT-IR serta dianalisa pula dengan GC-MS untuk mengetahui 
komponen-komponen di dalamnya. 
 
5. Identifikasi Biosurfaktan 
 Analisa BioSklorK dilakukan dengan menggunakan Kromatografi Lapis 
Tipis (KLT) dan spektrofotometer FT-IR 
 
a. KLT 
 Identifikasi dengan KLT ini bertujuan untuk mengetahui ada berapa 
komponen yang terdapat dalam bioSklorK yang telah diproduksi. Dalam 
penelitian ini digunakan silika gel sebagai fase diamnya dan sebagai fase geraknya 
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telah dilakukan beberapa variasi larutan pengembang sehingga dihasilkan noda 
yang sempurna (tidak mengekor).  
 BioSklorK bersifat semi polar karena di dalam bioSklorK sendiri terdapat 
gugus hidrofilik maupun gugus hidrofobik. Namun kepolaran biosurfaktan ini 
belum dapat ditentukan secara pasti. Pada proses sebelumnya yaitu proses 
recovery biosurfaktan telah diketahui bahwa biosurfaktan dengan karakteristik 
terbaik berada dalam pelarut kloroform yang artinya bahwa biosurfaktan tersebut 
bersifat semipolar.  Untuk itu digunakan beberapa larutan pengembang sampai 
didapatkan spot yang baik. 
Beberapa larutan pengembang yang telah digunakan yaitu heksana, 
dikolorometan, campuran metanol dan diklorometan dengan perbandingan 1:2, 
1:3, 1:4, 1:5, 1:8 (v/v), dan metanol. Metanol sebagai larutan pengembang 
menunjukkan spot yang tidak mengekor. Elusi dengan menggunakan heksana spot 
yang ditotolkan tidak bergerak naik artinya biosurfaktan tidak dapat terelusi sama 
sekali. Hal ini terjadi karena heksana bersifat nonpolar sedangkan sampel 
biosurfaktan tersebut bersifat semipolar. Pada larutan pengembang campuran 
metanol dan diklorometan, noda dapat terbentuk tapi megekor berarti bioSklorK 
belum memisah secara sempurna. Pemisahan dengan larutan pengembang 
metanol, noda dapat terbentuk dan spot yang terbentuk jelas (tidak mengekor). Ini 
menunjukkan biosurfaktan yang dihasilkan bersifat semipolar dengan lebih 
mengarah  ke sifat polar, namun hal ini masih dapat disangsikan  bahwa senyawa 
yang terelusi oleh metanol merupakan suatu biosurfaktan karena semakin polar 
eluen yang digunakan semakin banyak bahan yang tidak diinginkan ikut terelusi 
(Hostettman dkk, 1986). Gambar 8 merupakan kromatogram yang diperoleh 
dengan beberapa larutan pengembang yang dipergunakan.  
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Gambar 8. Kromatogram KLT dengan menggunakan beberapa larutan   
pengembang  
metanol diklorometana heksana Metanol : diklorometana 
1:2 
Metanol : diklorometana 
1:3 
Metanol : diklorometana 
1:4 
Metanol : diklorometana 
1:5 
Metanol : diklorometana 
1:8 
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Harga Rf  yang didapat dengan larutan pengembang metanol adalah 0,7. 
Satu noda pada kromatogram ini berarti hanya ada satu senyawa yang dapat 
terelusi oleh metanol dan kemungkinan merupakan dari gabungan dari beberapa 
senyawa yang belum terpisah dengan benar. Hal ini dapat dilihat dari 
kromatogram menggunakan beberapa larutan pengembang lainnya yang tampak 
mengekor.  Kenampakan noda yang mengekor ini juga dapat disebabkan oleh plat 
silika gel yang digunakan bersifat basa dan biosurfaktan yang dihasilkan bersifat 
asam sehingga terjadi tarik-menarik antara gugus H+ dari biosurfaktan dan gugus 
OH- dari silika gel.  Kemungkinan yang lainnya yaitu biosurfaktan (hidroksi asam 
lemak) dapat membentuk suatu polimer seperti yang terungkap dalam 
Biotransformation of Oil and Fats: A Review (Kian dkk, 1997) sehingga pada 
proses elusi biosurfaktan tidak dapat menghasilkan satu spot yang baik tetapi spot 
yang terbentuk selalu mengekor. Kian dkk (1997) juga menyebutkan bahwa 
kebanyakan dari polihidroksialakanoat adalah polimer dari asam 3-hidroksi. Oleh 
karena itu diperlukan suatu penelitian yang lebih lanjut agar didapatkan larutan 
pengembang dan plat yang sesuai agar senyawa dalam biosurfaktan yang 
dihasilkan dapat terpisah dengan baik.  
 
b.  FT-IR 
 Identifikasi biosurfaktan dengan FT-IR digunakan untuk gugus-gugus 
hidrofobik dan gugus-gugus hidrofilik di dalamnya. Spektra FT-IR pada gambar 9 
merupakan spektra gabungan dari minyak kedelai dan biosurfaktan hasil 
biotransformasi minyak kedelai sehingga dapat diamati perubahan gugus-gugus 
fungsi yang terjadi. Gugus–gugus fungsi yang terdapat dalam minyak kedelai dan 
biosurfaktan yang diproduksi dapat dilihat pada Tabel 9 dan data lengkap ada ada 
dalam lampiran 8.  
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Gambar 9. Spektra minyak kedelai dan  bioSklorK pada spektrofotometer FT-IR 
a. Serapan minyak kedelai 
 b. Serapan bioSklorK 
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Tabel 9. Serapan miyak kedelai  dan bioSklorK pada Spektrum FT-IR 
DATA FT-IR PUSTAKA* 
Minyak 
kedelai 
BioSklorK n (cm-1) Gugus 
Keterangan 
- 3400 3650-3200 OH BioSklorK mengandung 
gugus hidroksi. 
3008,7 
2923,9 
2854,5 
2854,5 3000-2800 CH alifatik Minyak kedelai dan 
bioSklorK mempunyai rantai 
karbon panjang alifatik 
1747,4 1712,7 1850-1650 C=O Minyak kedelai dan 
bioSklorK merupakan 
senyawa karboksilat yang 
berarti gugus karboksilat pada 
asam lemak tidak mengalami 
perubahan 
1654,8 1651,0 1680-1640 C=C BioSklorK yang dihasilkan 
kemungkinan masih 
mengandung asam lemak 
tidak jenuh 
1461,9 
1377,1 
1458,1 
1377,1 
1440-1395 
1320-1210 
Uluran C-O 
Tekukan O-H 
Minyak kedelai dan 
bioSklorK adalah senyawa 
alkanoat 
721,3 723,1 720 -CH2- Minyak kedelai dan 
bioSklorK mengandung 
metilen hidrogen 
Sumber * : Silveverstein, Bassler dan Morril (1981) 
 
Minyak kedelai terdiri dari suatu asam karboksilat rantai panjang dan 
sebagian besar kandungannya adalah asam lemak tidak jenuh Ini dinyatakan 
dengan adanya gugus-gugus asam karboksilat dan adanya ikatan C=C (1654,8  
cm-1) yang menunjukkan bahwa asam karboksilat tersebut merupakan asam lemak 
tidak jenuh. Gugus alifatis C-H mendukung bahwa asam lemak yang digunakan 
merupakan asam karboksilat alifatis rantai panjang. Ketidak munculan gugus OH 
pada spektra minyak kedelai disebabkan asam lemak yang terdapat dalam 
biosurfaktan berbentuk trigliserida (gambar 10). 
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Gambar 10. Struktur trigliserida 
 
 Setelah melalui proses biotransformasi, minyak kedelai berubah menjadi 
suatu biosurfaktan yang telah dibuktikan dengan kemampuannya untuk 
membentuk emulsi dan menurunkan tegangan permukaan. Biosurfaktan tersebut 
diperkirakan membentuk suatu hidroksi asam lemak. Hal ini mengacu pada 
penelitian Kim dkk (2000)  yang merubah asam lemak tidak jenuh menjadi 
hidroksi asam lemak oleh P. aeruginosa PR3. Adanya suatu hidroksi asam lemak 
ini ditunjukkan dengan adanya OH bebas (3400 cm-1) dan sebagian lainnya 
menunjukkan kemiripan pada spektra minyak kedelai. Perkiraan reaksi dari 
hidroksilasi asam tak jenuh lemak yaitu  asam oleat dapat berubah menjadi asam 
dihidrostearat dengan reaksi seperti pada gambar 11. Kemungkinan biosurfaktan 
yang diproduksi adalah suatu hidroksi asam lemak, namun perlu penelitian lebih 
lanjut untuk membuktikannya. 
 
   OH
CH3(CH2)7CH-CH(CH2)7COOH
OH
         P. aeruginosa
CH3(CH2)7=CH(CH2)COOH
               
                  asam oleat                                                       asam dihidroksistearat 
 
Gambar 11. Perkiraan reaksi biotransformasi asam oleat menjadi asam 
dihidroksistearat 
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Analisa dengan FT-IR dapat diketahui bahwa biosurfaktan yang diproduksi 
mempunyai gugus OH dan karboksilat sebagai gugus yang bersifat hidrofilik dan 
rantai panjang hidrokarbon sebagai gugus yang bersifat hidrofobik. 
 
6. Karakterisasi Biosurfaktan 
 
a. Sistem emulsi yang terbentuk 
Sistem emulsi dapat diketahui dengan menghitung nilai HLB yang ada, 
namun karena struktur biosurfaktan belum diketahui maka sistem emulsi dapat 
pula diketahui dengan menambahkan suatu zat elektrolit ke dalam sistem emulsi 
yang ada. Sistem emulsi dibuat antara air, minyak kelapa sawit dan biosurfaktan. 
Zat elektrolit yang digunakan yaitu NaCl sebanyak 1% dari massa formulasi 
emulsi (Lestari, A.,2003). Sistem emulsi yang terbentuk sebelum dan sesudah 
penambahan zat elektrolit diukur DHLnya  dengan menggunakan 
konduktivitimeter. Berat masing-masing formulasi emulsi dan NaCl  beserta hasil 
pengukuran DHL sebelum dan setelah penambahan NaCl terdapat dalam Tabel 
10. Dalam penelitian ini digunakan pula crude biosurfactant (media fermentasi 
yang telah disentrifugasi dan diambil supernatannya, tetapi belum dilakukan 
ekstraksi) untuk perbandingan sistem emulsi yang terbentuk. 
 
Tabel  10. Data pengukuran DHL (Daya Hantar Listrik) 
Berat (gram) DHL rata-rata (ms) Sampel  
Formulasi NaCl awal Setelah penambahan NaCl 
1 1,0629 0,01 3,57 16,3 
2 2,2071 0,02 4,61 26,8 
3 1,0586 0,01 16,56 27,5 
4 2,2180 0,02 28,5 58,4 
 
 
 
 
 56 
Keterangan : 
Sampel 1 = air (0,5 mL) + minyak sawit (0,5 mL) + crude biosurfactant (0,1 mL) 
Sampel 2 = air (1 mL) + minyak sawit (1 mL) + crude biosurfactant (0,2 mL) 
Sampel 3 = air (0,5 mL) + minyak sawit (0,5 mL) + bioSklorK (0,1 gram) 
Sampel 4 = air (1 mL) + minyak sawit (1 mL) + bioSklorK (0,2 gram) 
 
Pengukuran DHL pada emulsi sebelum dan sesudah penambahan NaCl 
sebanyak 1% dari berat formulasi emulsi menunjukkan adanya kenaikan DHL 
baik pada crude biosurfactant maupun bioSklorK. Hal ini menyatakan bahwa 
sistem emulsi yang terbentuk adalah o/w. Pada sistem o/w, gugus polar mengarah 
keluar sehingga dapat mengikat NaCl yang ditambahkan dalam sistem emulsi. Ini 
mengakibatkan kenaikan DHL pada emulsi yang terbentuk. 
 
b. Konsentrasi Kritis Misel 
Konsentrasi kritis missel adalah konsentrasi biosurfaktan dimana mulai 
terjadi pembentukan missel. Konsentrasi kritis missel dapat diindikasikan dengan 
perubahan mendadak sifat biosurfaktan (tegangan permukaan air), misalnya pada 
konsentrasi biosurfaktan yang divariasi. Pada penelitian ini digunakan pengukuran 
tegangan permukaan biosurfaktan untuk menentukan konsentrsi kritis missel 
dengan cara melarutkan biosurfaktan dalam air karena sistem emulsi yang terjadi 
adalah o/w yang berarti biosurfaktan lebih terdispersi ke air. Variasi biosurfaktan 
yang digunakan adalah 10, 25, 100, 400, 1000, 2500, 5000, dan 100000 ppm. 
Tegangan permukaan biosurfaktan pada masing-masing konsentrasi 
diperoleh dengan metode kenaikan pipa kapiler. Perhitungan serta hasilnya dapat 
dilihat pada lampiran 9. Dari hasil perhitungan tersebut dibuat grafik antara γ 
(tegangan permukaan) dengan akar (konsentrasi biosurfaktan) seperti yang 
ditunjukkan pada Gambar 12. 
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Gambar  12. Grafik antara γ dengan akar konsentrasi biosurfaktan pada penentuan 
harga KKM 
 
Setiap surfaktan mempunyai harga KKM tersendiri, sehinga perlu 
diketahui harga KKM dari surfaktan yang telah diproduksi. Pada penelitian ini 
digunakan variasi tegangan permukaan dengan metode kenaikan kapiler. Harga 
KKM ditentukan dengan mencari perpotongan 2 garis pada kurva tegangan 
permukaan dan hasil perhitungan selengkapnya terdapat dalam lampiran 9. 
Harga KKM didapatkan sebesar 859,369 mg/L dengan pemurunan 
tegangan muka sebesar 0,052 N/m. Ini berarti pada konsentrasi tersebut 
biosurfaktan mulai membentuk missel dan pada konsentrasi biosurfaktan sebelum 
859.369 mg/L  belum membentuk missel, biosurfaktan masih sebagai monomer 
surfaktan. Misel ini berguna dalam absorbsi suatu zat atau logam tertentu. 
Dari harga KKM dalam air yang diperoleh diplotkan pada tegangan muka 
sehingga diperoleh harga tegangan mukanya sebesar 52 mN/m. Pada penelitian 
yang dilakukan oleh E. Haba dkk (1999), biosurfaktan yang diperoleh dari 
biotransformasi minyak zaitun oleh P.aeruginosa menunjukkan harga tegangan 
muka berkisar antara 36 – 47 mN/m. Hal ini menunjukkan bahwa biosurfaktan 
yang telah diproduksi mempunyai kemampuan untuk menurunkan tegangan muka 
yang mendekati penelitian yang dilakukan Haba dkk (1999). 
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c. Uji aktivitas sebagai emulsifier beberapa hidrokabon 
Uji aktivitas emulsifier digunakan bebrapa hidrokarbon yaitu minyak 
sawit, premium, benzena (C6H6), dan toluene (C6H5CH3) dengan pengukuran 
penurunan tegangan permukaan hidrokarbon tersebut dan pengukuran kestabilan 
emulsi antara air dengan hidrokarbon tersebut selama 7 hari.. Pengukuran 
tegangan permukaan ini digunakan metode kenaikan kapiler. Larutan yang 
digunakan dibuat dengan formulasi mendekati harga KKMnya dalam air yaitu 
digunakan konsentrasi 800mg/L. 
Sebelum ditambah biosurfaktan, hidrokarbon diukur tegangan 
permukaannya dan setelah ditambah biosurfaktan diukur kembali tegangan 
permukaannya untuk mengetahui penurunan tegangan permukaan yang terjadi. 
Tabel 11 menunjukkan penurunan tegangan permukaan minyak sawit, premium, 
benzena, dan toluene setelah penambahan biosurfaktan yang telah diproduksi. 
 
Tabel 11. Penurunan Tegangan Permukaan beberapa hidrokarbon 
Tegangan permukaan (N/m) Jenis hidrokarbon 
Tanpa 
biosurfaktan 
Dengan 
biosurfaktan 
Penurunan 
tegangan 
permukaan (%) 
Minyak sawit 0,06178 0,0315 49,01 
Premium  0,08335 0,0327 60,77 
Benzena 0,06144 0,0471 23,34 
Toluena 0,06982 0,0485 30,54 
 
Surfaktan bekerja untuk menurunkan tegangan permukaan maupun antar 
muka suatu larutan karena zat terlarut atau surfaktan akan terakumulasi di 
permukaan sehingga menurunkan tegangan permukaanya dengan menurunkan 
energi bebas. Jika tegangan permukaan suatu larutan turun maka larutan tersebut 
akan mudah bercampur dengan larutan lain karena gaya adhesi yang bekerja 
dalam dua larutan tersebut akan menjadi semakin besar pula. Hal ini yang 
menyebabkan surfaktan mempunyai kegunaan yang luas.  
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Dari data yang diperoleh pada tabel 10 dapat diketahui bahwa biosurfaktan 
yang diperoleh dapat menurunkan tegangan permukaan berbagai hidrokarbon 
yang digunakan. Hal ini ditunjukkan dengan adanya penurunan tegangan muka 
dari  beberapa macam hidrokarbon yang digunakan sesudah penambahan 
bioSklorK. 
Biosurfaktan dapat berguna sebagai zat pengemulsi yang dapat 
menyebabkan suatu zat terdispersi pada suatu zat lain padahal keduanya tidak 
saling bercampur karena tingkat kepolarannya yang berbeda. Gugus hidrofobik 
akan mengikat senyawa nonpolar dan gugus hidrofilik akan mengikat senyawa 
polar. Pada penelitian digunakan minyak sawit, premium, benzene, dan toluene 
untuk membuktikan bahwa biosurfaktan yang dihasilkan dapat berguna sebagai 
zat pengemulsi. Pada penelitian ini dicari pula kestabilan emulsi yang terbentuk 
sampai dengan tujuh hari.  
Emulsi dibentuk dengan cara melarutkan biosurfaktan ke dalam aquades 
mendekati harga KKM yaitu 800 mgram/L kemudian menambahkan hidrokabon 
ke dalam larutan tersebut. Campuran tersebut kemudian divorteks untuk 
membentuk emulsi. Emulsi tersebut dibiarkan selama 24 jam untuk mendapatkan 
indeks emulsi 24 jam (E24). Emulsi tersebut setiap hari selama 7 hari dicek indeks 
emulsi yang terjadi untuk mengetahui kestabilan emulsi dari masing-masing 
hidrokarbon. Data indeks emulsi dan stabilitas emulsi masing-masing  
hidrokarbon selama 7 hari menggunakan bioSklorK tersaji pada tabel 12. 
 
Tabel 12. Indeks emulsi dan stabilitas emulsi bioSklorK 
Jenis 
hidrokarb
on 
E24 (%) 
tanpa 
biosurfakt
an  
Emulsi (%) dengan penambahan biosurfaktan hari 
ke-  
1 2  
50 40 
0 22 11 0 
0 50 50 30 
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0 10 10 10 
 
. Indeks emulsi yang didapat pada penelitian dengan menggunakan 
beberapa hidrokarbon menunjukkan bahwa biosurfaktan yang diperoleh mampu 
digunakan sebagai emulsifier dengan indeks emulsi yang relatif besar untuk 
beberapa hidrokarbon seperti minyak sawit dan benzena. Kestabilan emulsi 
minyak sawit dan benzena dapat mencapai 7 hari, sedangkan emulsi pada 
premium dan toluena hanya bertahan hingga hari ke dua saja. Emulsi yang 
terbentuk ini relatif lebih besar jika dibandingkan dengan emulsi tanpa 
menggunakan biosurfaktan, bahkan pada premium, benzena, dan toluena sama 
sekali tidak dapat membentuk emulsi tanpa menggunakan biosurfaktan.  
 Pada penelitian yang dilakukan oleh Bicca dkk, biosurfaktan yang 
diproduksi dari minyak solar oleh bakteri Rhodoccocus menghasilkan indeks 
emulsi dari premium sebesar 50%, minyak tanah sebesar 60%, heksana sebesar 
30%, dan minyak solar sebesar 70%, namun setelah dibiarkan selama tujuh hari, 
emulsi yang terbentuk sudah hilang. Indeks emulsi ini relatif sama dengan emulsi 
yang dapat dibentuk okeh bioSklorK. Hal ini menyatakan bahwa biosurfaktan 
yang diproduksi dari biotransformasi minyak kedelai oleh P. aeruginosa 
mempunyai kemampuan yang relatif sama. Hal ini dibuktikan dengan kestabilan 
emulsi yang mencapai 7 hari. 
 Dari karakterisasi yang telah dilakukan menunjukkan bahwa bioSklorK 
yang telah diproduksi mempunyai kemampuan sebagai surfaktan. Hal ini 
dibuktikan dengan kemampuannya menurunkan tegangan permukaan minyak 
sawit, premium, benzena, dan toluena serta dapat membentuk emulsi antara air 
dengan hidrokarbon tersebut dengan kestabilan emulsi yang berbeda-beda. 
Kestabilan emulsi dapat mencapai 7 hari untuk minyak sawit dan benzena. 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
A. Kesimpulan 
 
1. Penambahan minyak kedelai sebagai sumber karbon tambahan berpengaruh 
pada sinetsis biosurfaktan diperoleh  kondisi optimum dengan konsentrasi 
minyak kedelai sebesar 10% (v/v) dan lama fermentasi 6 hari. 
2. BioSklorK mempunyai harga KKM sebesar  859,369 mg/L dengan tegangan 
permukaan sebesar 0,052 N/m. BioSklorK mempunyai sistem emulsi o/w dan 
dapat menurunkan tegangan permukaan dan membentuk suatu emulsi dengan 
benzena, toluena, minyak tanah dan premium. 
 
 
B. Saran 
1. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk mengetahui jenis dan struktur 
biosurfaktan yang diperoleh. 
2. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk aplikasi biosurfaktan yang telah 
disintesis ini. 
 
 
62 
DAFTAR PUSTAKA 
 
Adamson, A.W., 1990, Physical Chemistry of Surface, fifth edition, John Wiley 
and Sons, Inc USA 
 
Agustina, W., 2005, Profil Kandungan Daidzein dan Genistein pada Tempe 
Gembus selama Proses Fermentasi, Skripsi, Jurusan Kimia FMIPA 
UNS, Surakarta 
 
Andres, C.D., Mercade, E., Guinea, g. Dan Manresa, A., 1994, 7,10-Dihydroxy-8-
(E)-Octadecanoic Acid Produced by Pseudomonas 42A2: evaluatin 
of Differat Culture Parameters of the fermentation, word J. 
Microbiol. Biotechnol., 10, 106-109 
 
Ariani, S. R. D., 1997, Pembuatan Keju Kedelai yang mengandung faktor-2 
sebagai Alternatif Pengembangan Hasil Olahan Pangan Dari Tahu, 
Tesis, Magister Kimia ITB, Bandung.  
 
Astuti, dkk., 1986, Pangan dan Gizi, Yogyakarta 
 
Atkins, P.W.,1997, Kimia Fisika, Jilid I, Erlangga, Jakarta 
 
Bicca, F.C, Colomb, L., Fleck, Ayub, M.A.Z., 1999, Production of Biosurfactants 
by Hydrocarbon Degrading Rhodococcus ruber and Rhodococcus 
erythropolis, Revista de Microbiologia, 30: 231-236 
 
Brady, J.E., 1990, General chemistry (Principle and Structure), fifth edition, John 
Wiley and Sons, USA 
 
Cahya, A.N., 2003, Studi Awal Isolasi dan Identifikasi Komponen Rimpang Temu 
Mangga (Curcuma Mangga Val.) dari Ekstrak Petroleum Eter, 
Skripsi, Jurusan Kimia FMIPA UNS, Surakarta 
 
David, L., Lampman, G.M., Kriz, G.S., Engel, R.G., 1995, Organic Laboratory 
Techniques  A microscale, second edition, Saunders Collge 
Publishing, Orlando 
  
Fardiaz, S., 1992, Mikrobiologi Pangan I, Gramedia, Jakarta 
 
Fessenden and Fessenden, 1986, Kimia Organik, Edisi 3, Jilid 2, Erlangga, Jakarta 
 
Georgiou, G., Lin, S.C. dan Sharma, M.M., 1992, Microbial Biosurfactants, 
Process Biochem., 14, 20-29 
 
 63 
Ghazali, R., dan Ahmad, S, 1997, Biosurfactants- A Review, Elaeis Jornal, 9 (1), 
34-54 
 
Haba, E., Espuny, M.J., Busquest, M., Manresa, A., 1999, Screening and 
production of rhamnolipids by Pseudomonas aeruginosa 47T2 NCIB 
40044 from waste frying oils, The society for Applied Microbiology, 
Juornal of Applied Microbiology 88. 379-397 
 
Harrop, Mabel H., Gusmao, Norma B., Campos-Takaki, Galba M., 2003, New 
Bioemulsifier Produced by Candida lipolytica Using D-Glucose and 
Babassu Oil as Carbon Sources, Brazilian Journal of Microbiology, 
34:120-123  
 
Hosokawa, M., Hou, C.T. dan Wiseleder, D., 2003, Production of Novel 
Tetrahydroxyfuranyl fatty Acids from α-Linoleic acid by Clavibater 
sp. Strain ALA2, Appl. Envin. Microbiol., 69, 3868-3873 
 
Hostettman, K., Hostettman, M., Marson, A., 1995, Cara Kromatografi 
Preparatif, Penerbit ITB, Bandung 
 
Ikan, Raphael, 1991, Natural Product A Laboratory Guide, Academic Press, San 
Diego 
 
Ketaren, S., 1986, Pengantar Teknologi Minyak dan Lemak Pangan, edisi 1, UI 
Pres, Jakarta 
 
Kian, Y.S., Ahmad, S., Lye, O.T. dan Choo, C.S.,1997, Biotransformation of Oils 
and Fats: A review, Elais Journal, 9 (1), 1-12 
 
Kim, S. H., Lim, E.J., Lee, S.O., Lee, J.D dan Lee, T.H., 2000, Purification and 
Characterization of Biosurfactants from Nocardia sp. L-417., 
Biotechnol. Appl. Biochem., 31, 249-253 
 
Kosaric, N., Cairns, W.L., Gray, N.C.C, 1987, Biosurfactants and Biotechnology, 
Maecell Dekker, INC., Newyork and Bassel 
 
Kuo, T.M., Kim, H., dan Hou, C.T., 2001, Production of a Novel compound, 7, 
10, 12-trihydroxi-8E-octadecenoic Acid from Ricinoleic Acid by 
Pseudomonas aeruginosa PR3., Curr. Microbiol., 43, 198-203 
 
Landgrebe, J. A., 1993, Theory and Practice in The Laboratory : With Microscale 
and Standar Scale Experiment, Brooks/Cole Publishing Company 
Wadsworth Inc., California. 
 
 64 
Lestari, A., 2003, Identifikasi senyawa fosfolipida pada Soya Lesitin Komersial 
dan Soya Lesitin Hasil Isolasi dari Santan Kelapa, Skripsi Jurusan 
Kimia FMIPA UNS, Surakarta 
Muhammad, H., Suharman, 1995, Analisis Instrumental, Airlangga University 
Press, Surabaya 
 
Moroy, Y., 1992, Micells Theoritical And Applied Aspect, plenum Press, New 
York and London 
 
Nurkhayati, 2002, Aktifitas Antioksidan Ekstrak Tempe Gembus terhadap 
Oksidasi Minyak Kedelai, Skripsi, Jurusan Biologi FMIPA UNS, 
Surakarta. 
 
Padmawinata, K., 1991, Pengantar Kromatografi, Edisi ke-2, ITB, Bandung, 
Terjemahan: Introduction to Chromatography, Gritter, R., J; J. M. 
Bobbit; A.E. Scwarting, 1985, Holden day Inc., USA.  
 
Pelczar, M.J dan Chan, E.C.S. 1986, Dasar-dasar Mikrobiologi, Jilid II 
(diterjemahkan oleh Ratna S.H), UI Press, Jakarta 
 
Rahman, R.A., Sadi, S., 1998, Hydroxystearic Compounds from  Unsaturated 
Palm Fatty Acid, Journal of Oil Palm Research Vol.10 No. 1, pp.1-14 
   
Saptoharjo, A., 2002, Konsep Dasar Kimia Analitik, UI Press, Terjemahan : Basic 
Concept of Analytical Chemistry, Khopkar, S. M., 1985, Wiley 
Eastern Limited. 
 
Sastrohamidjojo, H., 1991, Spektroskopi, Liberty, Yogyakarta 
 
Sastrohamidjojo, H., 2002, Kromatografi, Liberty, Yogyakarta 
 
Silverstein, Bossler, Morril, 1991, Spectrometric Identification of Organic 
Compounds, Fifth edition, A Willey Intercine Publication, John 
Wiley and Sons, Singapore 
Skoog, D. A. and J. J. Learly, 1992, Principle of Instrument analysis, 4th edition., 
saunders College Publishing A. Harcourt brace Jovanovich College 
Publisher Forf Worth, Philadelphia. 
 
Stover, C.K. et al, 2000, Complete Genome Sequence of Pseudomona 
saeruginoasa PAOI, an Opportunistic Pathogen, Macmillan 
Magazines Ltd. Nature vol 406, 959-964 
 
http://id.wikipedia.org/wiki/asam lemak 
 
 
 
 65 
 
 
 
 
65 
LAMPIRAN 
Lampiran 1 
DIAGRAM ALIR CARA KERJA 
1. Sintesis Biosurfaktan 
a. Pemeliharaan biakan 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
b. Penyiapan Inokulum (pre-culture) 
 
 
 
 
 
 
 
c. Kultur fermentasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ket: Media fermentasi (MF) mempunyai komposisi yaitu nutrient broth 8. 0 g/L; minyak jagung (variasi 
masing-masing 5%, 10% dan 20 % v/v) dan NaCl 5.0 g/L. 
 
 
 
1 gram Nutrient Agar 50 ml aquades 
Di masukkan  
Gelas Becker 100 mL 
Di masukkan  
Tabung reaksi (agar miring) Pseudomonas aeruginosa 
Di simpan  
Lemari pendingin 4oC 
Pseudomonas aeruginosa 
Ditumbuhkan  Media cair 10 mL terdiri 
dari 8g/L Nutrient Broth 
dan 5 gr/L NaCl 
dishaker Kecepatan 150 rpm  
Suhu kamar 28oC-30oC 
Selama 12  jam 
MF 5 mL 
Diambil 1 mL  
Diambil 2 mL  Diambil 10 mL  Diambil 25 mL  
MF 25 mL MF 250 mL MF 125 
Kecepatan 150 rpm  
Suhu kamar 28oC-30oC 
Selama 12 jam 
dishaker 
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d. Kurva pertumbuhan  
 
 
 
 
 
 
e. Optimasi Kondisi 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MF 250 mL 
Kecepatan 150 rpm  
Suhu kamar 28oC-30oC 
Selama 12 hari 
Ditentukan setiap hari  
1. Tegangan muka 
2. Indeks emulsi 
3. Kepadatan sel (OD) 
MF 250 mL 
Kecepatan 150 rpm  
Suhu kamar 28oC-30oC 
Selama 48 jam 
Ditentukan setiap jam 
Kepadatan 
sel (OD) 
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2. Recovery biosurfaktan 
 
a. Sentrifugasi  
 
 
 
 
 
 
 
         b. Ekstraksi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sampel hasil 
optimasi kondisi 
Kecepatan 12.500 rpm 
Temperatur 27OC 
Selama 20 menit 
Disentrifuge  
Hasil sentrifuse 
Supernatan Pelet (endapan) 
n-Heksana 
Fase organik Fase air 
Evaporasi 70OC Kloroform 
Fase organik Fase air 
Evaporasi 60OC Etil asetat 
Fase organik Fase air 
Evaporasi 70OC n-Butanol 
Fase organik Fase air 
Evaporasi 90OC 
1. Tegangan muka 
2. Indeks emulsi 
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3. Analisa Biosurfaktan 
a. analisa minyak kedelai 
(i). Analisa dengan GC-MS 
 
 
 
 
 
                                                                               
                                                                              Didinginkan sampai Tkamar 
 
 
 
 
                                                                                                      disentrifugasi 
 
 
 
 
(ii). Analisa dengan FT-IR 
 
                                                                             
                                                                              dioleskan 
 
 
 
 
b. analisa biosurfaktan 
(i). Analisa dengan FT-IR 
 
                                                                                dioleskan 
 
 
 
 
Sampel + BF3CH3OH 
(1:3) 
Larutan Inkubasi (40 – 50 oC) 
selama 1 jam 
Larutan dingin heksana 
Fase heksana 
Injeksi ke alat 
Sampel 
Preparat 
Injeksi ke alat 
Sampel + nujol mull 
Preparat 
Injeksi ke alat 
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(iii) analisa dengan KLT 
 
 
                                                                                                               
                                                    ditotolkan                                  
 
 
                                               
                                         
 
 
 
 
 
3. Karakterisasi biosurfaktan 
a. Uji Sistem W/O atau O/W 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Biosurfaktan Nilai DHL awal 
NaCl padat 
Dimasukkan 
Diukur 
Nilai DHL Konstan Nilai DHL berubah 
Sistem O/W Sistem W/O 
Diukur 
Sampel dilarutkan dalam kloroform 
Silica gel 
Larutan pengembang 
elusi 
Sinar UV 254nm dan 365 nm noda 
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b. Konsentrasi kritis misel 
 
 
 
 
 
 
 
c. Penentuan tegangan permukaan 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ket: *  toluena, benzena, bensin premium,  minyak sawit 
   #  konsentrasi biosurfaktan = sesuai dengan KKM 
 
d. Pengukuran indeks emulsi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ket: *  toluena, benzena, bensin premium,  minyak sawit 
 
 
 
 
 
Variasi konsentrasi biosurfaktan  
(10, 25, 100, 400, 1000, 2500, 
5000, 100000 mg/L) 
Kenaikan kapiler (cm)  
diukur  
ditentukan 
Tegangan permukaan 
(N/m) 
Konsentrasi Kritis Misel 
Grafik tegangan muka vs 
akar konsentrasi 
Ditentukan 
Ditentukan KKM 
 Hidrokarbon* 
Biosurfaktan 
Tegangan muka 
Ditentukan 
Ditentukan 
Ditambah Konsentrasi tertentu # 
 Hidrokarbon*  Biosurfaktan 
Tabung reaksi 
Divorteks 
Dimasukkan 
 aquades 
Indeks emulsi (Stabilitas Emulsi) 
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Diagram alir kerja secara umum 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Produksi biosurfaktan dan 
optimalisasi kondisi 
Karakterisasi biosurfaktan  
Recovery dan identifikasi 
komponen biosurfaktan 
Analisa KLT, FT-IR, GC-MS 
Konsentrasi titik misel, tegangan 
permukaan, indeks emulsi, 
stabilitas emulsi, sistem emulsi 
Analisa: Spektrofotometri UV-Vis, 
tegangan permukaan, indeks 
emulsi dan massa jenis 
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Lampiran 2 
2.a Data GC-MS minyak kedelai 
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2.b Pola fragmentasi berdasar analisa GC-MS 
 
A. Spektra MS 1 minyak kedelai 
B. Spektra MS metil palmitat 
C
H2C
C
H2
C
O
OCH3
H2C
C
OH
OCH3
m/z = 74
R=C12H25
HR
CH
H2C
C
H
C
OH
OCH3
R
HC
C
OH2
OCH3
H2C C
H
OH
m/z = 43  
 
R=C11H23
H2C
H2C
HC
R
C
H2
C
O
OCH3
H
C OCH3
O
C15H31
OCH3
C OC13H27
H2C
H2C
CH
R
C
C
OH
OCH3
H
H
CH2CH2R
-C11H22
C4H7
C4H9
H2C
C
H
C
OH
OCH3
C8H17
C OC13H27
C15H31
-C4H8
-CO
-C5H10
C3H7
H3C
C
H
C
OH
OCH3
m/z = 87
m/z = 211
-2H
m/z = 55
base peak
m/z = 43
m/z = 239
 
Gambar 1. Pola fragmentasi metil palmitat 
A 
 
 
 
B 
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A. Spektra MS 2 minyak kedelai 
B. Spektra MS metil linoleat 
 
O H
H 2C O C H 3
-C H 2
C
O H
C
O H
C
O H
-C H 3O H
-C 5H 10
C
O H
-C H 2
-C 2H 4
C
O
O C H 3
-C H 2
C
O
-C H 2
. C
O H
C
O H
.
C
O H
C
O H
.+ .+
.+
+
.
m /z  294
m /z  262
m /z  192
+
+
.
+
.
.
m /z  10 9
+
m /z  1 09
+
+
+
m /z  95
m /z  81
m /z  67
m /z  164
m /z  150
 
Gambar 2. Pola fragmentasi metil linoleat 
 
 
A 
 
 
 
B 
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A. Spektra MS 3 minyak kedelai 
B. Spektra MS metil oleat 
C H
H
C 14H 28
C H 2
O
-C 16H 31
C H 3
C
O C H 3
-C H 3O H
C H
C
O
C H
C
O H
-C 6H 12
C
H
C
O H
C
H
C
O H
C H 2= C = C = O H
.C H 2
-C 4H 7
-C 2H 4
C
H 2C
O H
O C H 3
C
O H
C
O H
-C 2H 4
.+ .+
m /z 296 m /z  74
.+
m /z  264
+.
.
m /z 264
+
+.. +
m /z 180
m /z  125 m /z 97
+
.
m /z 55 m /z 69  
Gambar 3. Pola framentasi metil oleat 
 
A 
 
 
B 
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A. Spektra MS 4 minyak kedelai 
B. Spektra MS metil stearat 
 
R=C13H27
H2C
H2C
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O
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gambar 4. Pola fragmentasi metil stearat 
 
 
 
 
 
A 
 
 
 
B 
 82 
Lampiran 3 
Data kurva pertumbuhan 
 
Data kepadatan sel pada kurva pertumbuhan pada panjang gelombang 400 nm 
Jam ke- Kepadatan sel 
0 0,4854 
1 0,5654 
2 1,8796 
3 2,0626 
4 2,2034 
5 2,3118 
6 2,3517 
9 2,5565 
12 2,7992 
18 2,8729 
24 2,9253 
30 2,7372 
36 2,5812 
42 2,5331 
48 2,5040 
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Lampiran 4. 
Kepadatan sel (OD) pada optimasi kondisi 
Data kepadatan sel media fermentasi pada optimasi kondisi produksi biosurfaktan 
  
Kepadatan sel pada berbagai 
variasi minyak kedelai (v/v) 
dalam media fermentasi pada 
λmaks 400 nm 
Hari ke 0% 5%  10 %  20% 
0 0,5278 0,5067 0,5695 0,5643 
1 1,754 2,5614 1,8837 1,9312 
2 2,9597 3,1351 2,9138 2,2056 
3 3,0679 3,9999 3,6123 2,3457 
4 3,0103 3,9999 3,6123 2,4509 
5 2,6239 3,9999 3,9999 2,7102 
6 2,3638 3,9999 3,9565 3,9133 
7 2,422 3,9999 3,9999 3,9999 
8 2,7668 3,9999 3,9999 3,9999 
9 2,4016 3,9999 3,9999 3,9999 
10 2,9368 3,9999 3,9999 3,9999 
11 2,6357 3,9999 3,9565 3,9999 
12 2,5914 3,9999 2,5914 3,9133 
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Lampiran 5. 
Tegangan permukaan pada optimasi kondisi 
 
     Data pengukuran tegangan permukaan dengan menggunakan metode kenaikan pipa 
kapiler didapatkan data kenaikan pipa kapiler dan massa jenis larutan seperti di bawah ini.. 
 
Data pengukuran kenaikan pipa kapiler pada optimasi kondisi produksi biosurfaktan 
 hx (cm) hari ke- Variasi 
minyak 
(v/v) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
0% 0,9 0,9 0,9 1 0,5 0,8 0,9 0,8 1,5 0,7 0,9 0,8 
5% 1,3 1,3 0,9 1 0,8 0,9 0,8 0,8 1 0,7 0,9 0,9 
10% 1,4 0,9 0,9 0,8 0,4 0,1 0,1 0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 
20% 1,3 0,8 1 0,9 0,8 0,8 0,7 0,6 0,5 0,5 0,8 0,5 
Kenaikan air pada pipa kapiler : 0,75 cm  
 
Data pengukuran massa jenis media fermentasi pada optimasi kondisi produksi biosurfaktan 
Massa jenis (g/mL)  larutan hari ke- Variasi 
minyak 
(v/v) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
O % 0,8783 0,9949 0,9972 0,9972 0,9972 0,9972 0,9972 0,9972 0,9972 0,9972 0,9972 0,9972 
5 % 1,0619 0,9441 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 
10 % 1,0828 0,9440 0,9979 0,9979 0,9979 0,9979 0,9979 0,9979 0,9979 0,9979 0,9979 0,9979 
20 % 1,0666 0,9795 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 0,9879 
 
Dari data kenaikan pipa kapiler dan massa jenis maka dapat diperoleh tegangan permukaan 
dengan menggunakan rumus persamaan 4: 
 air
xx
airair
x dh
dh
gg =  
                    dengan hair = kenaikan pipa kapiler dalam air 
          dair = massa jenis air 
             hx   = kenaikan pipa kapiler dalam media fermentasi 
             dx   = massa jenis media fermentasi 
          γx   = tegangan permukaan air 
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contoh perhitungan : 
pada hari ke 6 dengan variasi minyak 10% maka didapatkan kenaikan media fermentasi 0.1 cm 
dan massa jenis media fermentasi 0.9979 gram/mL, jadi tegangan permukaannya : 
 air
airair
xx
x dh
dh
gg =  
 
mN
mN
mLgramcm
mLgramcm
x
/0096.0
/10213.7
/997.075,0
/9979.01,0 2
=
´
´
´
= -g
 
 Dari perhitungan di atas didapatkan  tegangan muka dan dari data tersebut dihitung secara 
statistik untuk mengetahui konsentrasi dan lama fermentasi yang menghasilkan biosurfakatan 
paling optimal. 
 
Tegangan permukaan media fermentasi pada optimasi kondisi 
Tegangan muka (N/m) pada optimasi kondisi hari ke- Variasi 
minyak 
(v/v) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
0 % 0,077 0,087 0,096 0,097 0,048 0,077 0,087 0,077 0,145 0,068 0,087 0,077 
5 % 0,134 0,119 0,083 0,092 0,073 0,082 0,073 0,073 0,092 0,064 0,082 0,082 
10 % 0,147 0,087 0,087 0,077 0,039 0,01 0,01 0,039 0,048 0,048 0,058 0,058 
20 % 0,135 0,076 0,095 0,086 0,076 0,076 0,067 0,057 0,076 0,048 0,076 0,048 
 
Uji Statistik tegangan permukaan pada optimasi kondisi produksi biosurfaktan 
Akan diperiksa lebih dulu apakah variansi dari masing-masing factor (konsentrasi dan 
hari) homogen atau tidak. Bila variansi konsentrasi dan variansi hari homogen, maka bisa 
dilakukan analisis variansi .  
Uji homogenitas untuk konsentrasi 
i. H0 : variansi konsentrasi homogen 
H1 : variansi konsentrasi tidak homogen 
ii. Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii. Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv. Statistik uji 
Levene's Test (any continuous distribution) 
 Test Statistic: 1.688 
P-Value       : 0.201 
v. Kesimpulan, karena P-value=0.201 > 0.05 maka H0 diterima 
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Jadi variansi konsentrasi homogen. 
 
Uji homogenitas untuk hari 
i.    H0 : variansi hari homogen 
      H1 : variansi hari tidak homogen 
ii.  Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii. Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv. Statistik uji 
Levene's Test (any continuous distribution) 
  
Test Statistic: 0.422 
P-Value       : 0.931 
 
v.Kesimpulan, karena P-value=0.931 > 0.05 maka H0 diterima 
Jadi variansi hari homogen. 
   Karena kedua faktor homogen, maka anava dua arah dapat dilakukan. 
 
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: TEGANGAN
2.530E-02a 13 1.946E-03 7.724 .000
.198 1 .198 786.227 .000
4.925E-03 2 2.463E-03 9.776 .001
2.037E-02 11 1.852E-03 7.352 .000
5.542E-03 22 2.519E-04
.229 36
3.084E-02 35
Source
Corrected Model
Intercept
KONSENT
HARI
Error
Total
Corrected Total
Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.
R Squared = .820 (Adjusted R Squared = .714)a. 
 
Uji hipotesis analisis variansi : 
1. Untuk faktor konsentrasi 
i.    H0 : tidak ada pengaruh konsentrasi minyak kedelai terhadap tegangan muka   dalam 
media tanpa glukosa 1. 
    H1 : ada pengaruh konsentrasi minyak kedelai terhadap tegangan muka dalam   media 
tanpa glukosa 1. 
ii. Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii. Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv. Statistik uji: Diperoleh dari table diatas, yaitu 
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P-value = 0.001 
vi. Kesimpulan, karena P-value=0.001 < 0.05 maka H0 ditolak artinya ada pengaruh 
konsentrasi minyak kedelai dalam media tanpa glukosa 1 terhadap tegangan muka.  
Karena Ho ditolak maka uji perbandingan ganda dilakukan untuk mengetahui konsentrasi mana 
yang berpengaruh terhadap tegangan muka, dalam kasus ini konsentrasi minyak kedelai yang 
menghasilkan rata-rata terkecil adalah konsentrasi yang berpengaruh. 
TEGANGAN
Duncana,b
12 5.89E-02
12 7.63E-02
12 8.74E-02
1.000 .101
KONSENT
10%
20%
5%
Sig.
N 1 2
Subset
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = 2.519E-04.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 12.000.a. 
Alpha = .05.b. 
 
Dari tabel diatas terlihat bahwa konsentrasi minyak kedelai 10% menghasilkan rata-rata 
terkecil dan memberikan pengaruh yang berbeda terhadap tegangan muka, karena berada dalam 
subset yang bebeda. Sedangkan konsentrasi minyak kedelai 5% dan konsentrasi  minyak kedelai 
20% memberikan pengaruh yang sama terhadap tegangan muka. 
Jadi dapat dikatakan bahwa konsentrasi minyak kedelai 10% dalam media tanpa glukosa 1 
adalah konsentrasi yang berpengaruh atau konsentrasi terbaik untuk tegangan muka. 
1. Untuk faktor hari 
i. H0 : tidak ada pengaruh hari terhadap tegangan muka dlm media tanpa glukosa 1. 
H1 : ada pengaruh hari terhadap tegangan muka dalam media tanpa glukosa 1 
ii.Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii.Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv.Statistik uji: Diperoleh dari table diatas, yaitu 
P-value = 0.000 
v.Kesimpulan, karena P-value = 0.000 < 0.05 maka H0 ditolak artinya ada pengaruh hari 
terhadap tegangan muka dalam media tanpa glukosa 1. 
Karena Ho ditolak maka uji  perbandingan ganda dilakukan untuk mengetahui hari ke berapa 
yang berpengaruh terhadap tegangan muka, dalam kasus ini hari yang menghasilkan rata-rata 
terkecil adalah hari yang berpengaruh . 
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TEGANGAN
Duncana,b
3 4.99E-02
3 5.33E-02
3 5.59E-02 5.59E-02
3 5.63E-02 5.63E-02
3 6.27E-02 6.27E-02 6.27E-02
3 6.27E-02 6.27E-02 6.27E-02
3 7.19E-02 7.19E-02 7.19E-02 7.19E-02
3 7.20E-02 7.20E-02 7.20E-02 7.20E-02
3 8.47E-02 8.47E-02 8.47E-02
3 8.83E-02 8.83E-02
3 9.40E-02
3 .138467
.151 .063 .092 .139 1.000
HARI
7
10
6
8
5
12
9
11
4
3
2
1
Sig.
N 1 2 3 4 5
Subset
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = 2.519E-04.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
Alpha = .05.b. 
 
Dari tabel diatas terlihat bahwa hari ke-7 menghasilkan rata-rata terkecil .Namun hari ke-
7, 10, 6, 8, 5, 12, 9, dan 11 memberikan pengaruh yang sama terhadap tegangan muka minyak 
kedelai dalam media tanpa glukosa 1 karena berada dalam subset yang sama. Jadi tidak dapat 
ditentukan hari keberapa yang paling berpengaruh atau dengan kata lain hari terbaik tidak dapat 
ditentukan secara statistik. 
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Lampiran 6. 
Indeks Emulsi pada optimasi kondisi 
 
Indeks emulsi (E24) diperoleh dengan membagi tinggi emulsi dengan tinggi total larutan 
sehingga diperoleh data indeks emulsi (E24) pada tabel 20. 
 
Data Indeks emulsi pada optimasi kondisi 
Indeks emulsi (%) pada optimasi kondisi hari ke- Variasi 
minyak(v/v) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
0 5 50 48 52 48 48 52 54 32 36 50 55 48 
5 % 56 50 48 57 52 52 52 40 48 40 36 56 
10 % 52 56 80 83 100 100 80 76 73 32 80 96 
20 % 48 50 52 56 54 52 56 52 100 100 70 100 
 
Dari tabel di atas maka untuk menentukan konsentrasi dan lama fermentasi optimum dilakukan 
uji secara statistik. 
 
Uji statistik indeks emulsi biosufaktan pada optimasi kondisi produksi biosurfaktan 
Akan diperiksa lebih dulu apakah variansi dari masing-masing factor (konsentrasi dan 
hari) homogen atau tidak. Bila variansi konsentrasi dan variansi hari homogen, maka bias 
dilakukan analisis variansi .  
Uji homogenitas untuk konsentrasi 
i. H0 : variansi konsentrasi homogen 
   H1 : variansi konsentrasi tidak homogen 
ii. Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii. Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv. Statistik uji 
Levene's Test (any continuous distribution) 
Test Statistic: 2.053 
P-Value       : 0.144 
v. Kesimpulan, karena P-value = 0.144 > 0.05 maka H0 diterima 
Jadi variansi konsentrasi homogen. 
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Uji homogenitas untuk hari 
i.    H0 : variansi hari homogen 
      H1 : variansi hari tidak homogen 
ii.  Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii. Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv. Statistik uji 
 
Levene's Test (any continuous distribution)  
Test Statistic: 0.357 
P-Value       : 0.961 
 
v. Kesimpulan, karena P-value=0.961 > 0.05 maka H0 diterima 
Jadi variansi hari homogen. 
Karena kedua faktor homogen, maka anava dua arah dapat dilakukan 
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: EMULSI
.654a 13 5.032E-02 1.473 .205
14.656 1 14.656 429.020 .000
.249 11 2.263E-02 .663 .757
.405 2 .203 5.931 .009
.752 22 3.416E-02
16.062 36
1.406 35
Source
Corrected Model
Intercept
HARI
KONSEN
Error
Total
Corrected Total
Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.
R Squared = .465 (Adjusted R Squared = .149)a. 
 
Uji hipotesis analisis variansi : 
1. Untuk faktor konsentrasi 
i. H0 : tidak ada pengaruh konsentrasi minyak kedelai terhadap indeks emulsi   dalam media 
tanpa glukosa 1. 
    H1 : ada pengaruh konsentrasi minyak kedelai terhadap indeks emulsi dalam   media 
tanpa glukosa 1. 
ii. Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii. Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv. Statistik uji: Diperoleh dari tabel diatas, yaitu 
P-value = 0.009 
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vii. Kesimpulan, karena P-value=0.009 < 0.05 maka H0 ditolak artinya ada pengaruh 
konsentrasi minyak kedelai tehadap indeks emulsi dalam media tanpa glukosa 1.  
Karena Ho ditolak maka uji perbandingan ganda dilakukan untuk mengetahui konsentrasi 
mana yang berpengaruh terhadap indeks emulsi, dalam kasus ini konsentrasi minyak kedelai yang 
menghasilkan rata-rata indeks emulsi terbesar adalah konsentrasi yang berpengaruh. 
EMULSI
Duncana,b
12 .4992
12 .6583
12 .7567
1.000 .206
KONSEN
5%
20%
10%
Sig.
N 1 2
Subset
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = 3.416E-02.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 12.000.a. 
Alpha = .05.b. 
 
Dari tabel diatas terlihat bahwa konsentrasi minyak kedelai 10% menghasilkan rata-rata 
terbesar tetapi antara konsentrasi minyak jagung 10% dan 20% memberikan pengaruh yang sama 
terhadap indeks emulsi karena berada dalam subset yang sama.  
Jadi dapat dikatakan bahwa konsentrasi minyak jagung 10%  dan 20% adalah konsentrasi 
yang berpengaruh . Sehingga untuk menentukan konsentrasi yang terbaik bisa dipilih konsentrasi 
10% atau 20%.  
 
2. Untuk faktor hari 
i. H0 : tidak ada pengaruh hari terhadap indeks emulsi dlm media tanpa glukosa 1. 
H1 : ada pengaruh hari terhadap indeks emulsi dalam media tanpa minyak1 
ii.Tingkat signifikansi a  = 0.05 
iii.Daerah kritis, H0 ditolak jika P-value < a  
iv.Statistik uji: Diperoleh dari table diatas, yaitu 
P-value = 0.757 
v.Kesimpulan, karena P-value = 0.757 > 0.05 maka H0 tidak ditolak artinya tidak ada 
pengaruh hari terhadap indeks emulsi dalam media tanpa glukosa1 
Karena Ho tidak ditolak maka uji perbandingan ganda tidak dapat dilakukan  untuk mengetahui 
hari ke berapa yang berpengaruh terhadap indeks emulsi . Jadi, hari terbaik tidak dapat 
ditentukan secara statistik  
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Lampiran 7 
Data recovery biosurfaktan  
Data kenaikan pipa kapiler dan massa jenis hasil ekstraksi masing-masing pelarut 
Hasil ekstrak 
dari tiap pelarut 
hx (cm) Massa jenis larutan 
(gram/mL) 
Tegangan 
permukaan (N/m) 
n-heksana 0,9 1,025 0,0667 
Kloroform 0,6 1,13 0,0489 
Etil asetat 1,1 1,134 0,0901 
Butanol 1 1,160 0,0834 
air 1 1,32 0,0950 
 
Dari data kenaikan pipa kapiler dan massa jenis maka dapat diperoleh tegangan permukaan 
dengan metode kenaikan pipa kapiler seperti pada penentuan tegangan permukaan pada waktu 
optimasi kondisi yaitu menggunakan persamaan 4. 
contoh perhitungan : 
pada hari ke 6 dengan variasi minyak 10% maka didapatkan kenaikan media fermentasi 0.1 cm 
dan massa jenis media fermentasi 0.9979 gram/mL, jadi tegangan permukaannya : 
 air
airair
xx
x dh
dh
gg =  
 
mN
mN
mLgramcm
mLgramcm
x
/0667.0
/10213.7
/997.01
/025,19,0 2
=
´
´
´
= -g
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Lampiran 8 
Perhitungan Rf  pada KLT dengan larutan pengembang metanol 
 
Rf  = Retardation factor  
Rs  = jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik awal 
Rp = jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik awal 
 
                                                                               
Rp                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
 
                   o               
                                   Rs 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                           
                                                                       
 
Rs  = 6    cm 
Rp = 8,5 cm 
Rf  =  7,05,8
6
==
p
s
R
R
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 cm 
0,5 cm 
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Lampiran 9.  
Data FT-IR 
1. Spektra minyak kedelai pada spektrofotometer FT-IR 
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2. Spektra bioSklorK pada spektrofotometer FT-IR 
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3. Spektra minyak nujoll pada spektrofotometer FT-IR 
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Lampiran 10. 
Karakterisasi biosurfaktan 
 
a. Penentuan KKM 
 Data pengukuran tegangan permukaan dengan menggunakan metode kenaikan pipa 
kapiler didapatkan hasil yang ditunjukkan pada tabel  di bawah. 
 
Data penelitian Penentuan harga KKM biosurfaktan 
Konsentrasi 
biosurfaktan (ppm) 
Akar biosurfaktan hx (cm) Massa jenis larutan 
(gram/mL) 
Tegangan muka 
biosurfaktan (N/m) 
10 3,162 1,2 1,000 0,0723 
25 5 1,1 1,036 0,0687 
100 10 1 1,075 0,0648 
400 20 0,9 1,078 0,0582 
1000 31,62 0,8 1,082 0,052 
2500 50 0,7 1,245 0,0525 
5000 70,711 0,7 1,260 0,0532 
10000 100 0,7 1,280 0,054 
Kenaikan air pada pipa kapiler = 1,2 cm 
  
contoh perhitungan : 
pada akar konsentrasi biosurfaktan 10 ppm maka didapatkan kenaikan larutan 1,2 cm dan massa 
jenis larutan 1,002 gram/mL, jadi tegangan permukaannya : 
 air
airair
xx
x dh
dh
gg =  
 
mN
mN
mLgramcm
mLgramcm
x
/0723.0
/10213.7
/997,02,1
/000,12,1 2
=
´
´
´
= -g
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Dari kurva yang diperoleh didapatkan 2 garis dengan 2 persamaan yaitu:  
persamaan garis 1 : y = -0,0007x + 0,0725 
persamaan garis 2 : y = 3E-05x + 0,0511 
kedua garis tersebut ditentukan titik potongnya dengan metode eliminasi : 
y + 0,0007x = 0,0725 
y – 3E-05x  = 0,0511   _ 
     7,3 E-4x = 0,1236 
                 x = 29,315 
y – 3E-5x = 0,0511 
y – 3E-5 . 29,315 = 0,0511 
                         y  = 0,05198 
Dimana x = akar konsentrasi 
   y = tegangan permukaan 
 
b. Penentuan tegangan permukaan beberapa hidrokarbon 
Penentuan tegangan muka hidrokarbon menggunakan konsentrasi biosurfaktan yang didapat 
dari KKM. Metode untuk menentukan penurunan tegangan muka beberapa hidrokarbon ini 
dengan menggunakan metode kenaikan pipa kapiler. 
 
Data kenaikan pipa kapiler, massa jenis dan tegangan muka variasi hidrokarbon sebelum dan 
sesudah penambahan biosurfaktan 
Tanpa biosurfaktan Dengan biosurfaktan Hidrokarbon 
hx (cm) Massa jenis 
(g/mL) 
Tegangan 
permukaan 
(N/m) 
hx (cm) Massa jenis 
(g/mL) 
Tegangan 
permukaan 
(N/m) 
Minyak sawit 0,8 0,855 0,06178 0,6 0,870 0,0315 
Premium  1,7 0,678 0,08335 0,8 0,775 0,0327 
Toluena 1,1 0,865 0,06982 1 0,900 0,0485 
Benzena 0,8 0,850 0,06149 0,9 0,868 0,0471 
 hair  = 1 cm hair = 1,2 cm 
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contoh perhitungan : 
pada minyak sawit tanpa biosurfaktan diperoleh hx sebesar 0,8 cm dan massa jenis media 
fermentasi 0.855 gram/mL, jadi tegangan permukaannya : 
 air
airair
xx
x dh
dh
gg =  
 
mN
mN
mLgramcm
mLgramcm
x
/06178.0
/10213.7
/997,01
/855,08,0 2
=
´
´
´
= -g
 
 
